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Vorbemerkung 
Das vorliegende Schriftstück wurde aus Teilbereichen eines Forschungs- und 
Entwicklungsvorhaben "Entwicklung eines in klassischen Fettabscheidern intgrierbaren 
Bioaugmentationsverfahrens zum beschleunigtem Abbau der Fettfrachten aus 
Gastronomieabwässern" erstellt. 
Das Vorhaben wurde in folgenden Teilaufgaben bearbeitet: 
Teilaufgabe 1: Darstellung des Sachstandes und Auswahl von Mikroorganismen 
Teilaufgabe 2: Entwicklung analytischer Methoden 
Teilaufgabe 3: Untersuchungen zur Erfassung der Leistungsfähigkeit von 
Mikroorganismen in Rein- und Mischkulturen beim Abbau von 
Abfallfetten 
Teilaufgabe 4: Planung, Fertigung, Inbetriebnahme eines Bioreaktors als 
Fettabscheidermodel im Labormassstab (M 1/10) 
Teilaufgabe 5: Untersuchung des Abbaus von Abfallfett im Modellfettabscheider 
(M 1/10) 
Teilaufgabe 6: Entwicklung eines Mikrobiologischen Präparats 
Teilaufgabe 7: Entwurf und Bau eines in Fettabscheidern integrierbaren 
Bioaugmentaionssystems zur Eliminierung von Abfallfetten unter 
Berücksichtigung der Laborergebnisse 
Teilaufgabe 8: Test einer Pilotanlage zur Entfernung von Abfallfettfrachten mittels 
Bioaugmentation 
 
 
 
 
 
„Es ist nicht alles Fett, was glänzt.“ 
Anonymus 2008 nCH, Kind des 
Niederrheins 
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Abstract 
Lipids (fat, oil and grease) cause disturbances in both public sewer pipes and 
wastewater treatment plants. The pretreatment of sewages with high lipid loads is 
absolutely important in order to prevent damages. Bioaugmentation technology, i.e. the 
use of microorganisms, turned out to be a means to increase the performance of 
conventional grease traps. Various microorganisms were evaluated regarding their 
ability to degrade fat oil and grease within a grease trap. Subsequently the biological 
degradation of waste fats was studied in different experimental scales. 
Lab scale experiments in batch culture showed that a mixture of different 
microorganisms (Yarrowia spp., Candida sp., Rhodococcus spp. and Pseudomonas sp.) 
eliminated 70% of applied waste fat within 24 h and 90% in 14 d, respectively. Thus, 
the mixed culture eliminated 7.2 g FOG/l*5d-1 at a volumetric loading of 8 g FOG * l-1. 
In comparison, autochthone microorganisms eliminated 57.4% (129.5 mg) of the 
applied FOG within 14 d. In contrast to the work of (Brooksbank et al. 2007), the 
abiotic controls showed only a minor decrease of extractable FOG over the 
experimental time, i.e. 7.5% (15 mg FOG) of the applied waste fat within 14 d. In 
summary, the lab-scale experiments demonstrated that pure cultures are less suited for 
the degradation of fat than complex mixed cultures. 
In a fat separator model (scale 1:10) developed for this purpose a number of 
improvements were tested in order to modify a conventional grease separator in order to 
provide a system suitable for successful bioaugmentation. The tests showed that 
Rhodococcus erythropolis and Candida cylindracea were able to establish themselves 
inside the simulator. The FOG loads were almost completely eliminated over the test 
period of 147 d. Although the COD increased in effluent samples over the time, the 
content of FOG decreased (600 mg FOG/L at the beginning of the test period, 280 mg 
FOG/L after 90 days). 
Bioaugmentation studies were carried out in pilot scale using a modified grease 
separator, type „TOPO SF/E 2/200“ downstream of a restaurant kitchen facility. The 
pilot plant worked without technical disturbances over the whole test period of six 
months. Unfortunately, the first two bioaugmentation campaigns were not successful. 
Contrary to the results obtained in lab scale experiments, the microorganisms were not 
able to establish themselves in the system due to drastic changes of pH (3-12) in all 
compartments of the grease separator. These extreme pH levels were not expectable, 
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because they are illegal and prohibited by constitutions and prescriptive limits of the 
municipal administration. 
The pilot scale studies displayed that the prescriptive limits were neither attained with 
nor without the bioaugmentation system. As of now, the technical practice prevents the 
successful operation of implemented bioaugmentation. The use of neutral detergents 
and a separated disposal of disinfectants should allow for the future use of 
bioaugmentation processes to eliminate grease loads within a grease separator. 
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Kurzfassung 
Sowohl in der Kanalisation als auch in der Kläranlage stellen Lipide Störstoffe dar. Die 
dezentrale Vorbehandlung lipidreicher Abwasserströme z.B. mittels Fettabscheidern ist 
daher eine wichtige Präventivmassnahme zur Verminderung der durch hohe 
Fettfrachten hervorgerufenen Schäden. In diesem Kontext wurde der Einsatz von 
Mikroorganismen zur Eliminierung der abgeschiedenen Abfallfettfrachten eines 
Fettabscheiders untersucht. Mikroorganismen sowohl einzeln, als auch in 
Mischkulturen wurden hinsichtlich ihrer Eignung zum Einsatz in einem speziell 
entwickelten Bioaugmentationssystemen getestet. Schrittweise und in verschiedenen 
Maßstäben wurde die biologische Abfallfetteliminierung erforscht. 
Laborstudien brachten hervor, dass bei einer simulierten Raumbelastung von 8 g FOG/L 
eine Elimination des Abfallfetts von über 70% nach 24 h und über 90% binnen 14 
Tagen durch eine Mischkultur, bestehend aus Yarrowia sp., Candida sp., Rhodococcus 
sp. und Pseudomonas sp., erzielt werden kann. Diese Mischkultur war fähig, binnen 5 
Tagen 7,2 g/L des applizierten FOG abzubauen (7,2 g/L*5d-1). Im Vergleich bauten 
autochthone Mikroorganismen 57,4% (129,5 mg) des applizierten Abfallfetts binnen 14 
Tagen ab. Im Gegensatz zu anderen Studien (Brooksbank et al. 2007), zeigten die 
abiotischen Kontrollen eine sehr geringe Abnahme um ca. 15 mg FOG (ca. 7.5%) 
binnen 14 Tagen. Die Laborergebnisse wiesen stark darauf hin, dass der Einsatz von 
Mikroorganismen als Reinkulturen weniger gut geeignet ist als Mischkulturen dieser 
Organismen. 
Verschiedene Einbauten für eine Fettabscheiderumrüstung sowie die Möglichkeit der 
Bioaugmentation wurden innerhalb eines Simulationsmodells (M 1/10) untersucht. Hier 
zeigte sich, dass Rhodococcus erythropolis und Candida cylindracea in der Lage waren 
sich im System zu etablieren. Während der Betriebszeit von 147 Tagen konnten die 
Fettfrachten weitestgehend beseitigt werden. Der CSB stieg im Effluenten zwar im 
Verlauf der Simulation an, die extrahierbaren Fettmengen sanken jedoch von anfänglich 
600 mg FOG/L auf ca. 280 mg FOG/L nach über 90 Tagen. 
Zur Bioaugmentationsstudie im Pilotmaßstab wurde ein Fettabscheider des Typs 
„TOPO SF/E 2/200“ umgerüstet. Die entwickelte Pilotanlage zeigte binnen 6 Monaten 
keine technischen Probleme. Leider waren die ersten Bioaugmentationsversuche, trotz 
vielversprechender Laborergebnisse, wenig erfolgreich. Die drastischen pH-
Wertschwankungen mit extremen pH-Werten >12 machten eine Etablierung der 
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Mikroorganismen, trotz Besatz mit Festphasen und Kompartimentierung der Anlage, 
fast unmöglich. 
Die Pilotstudien zeigten, dass die Grenzwerte der Entwässerungssatzung mit oder ohne 
Bioaugmentationssystem nicht eingehalten wurden. Die fachliche Praxis verhindert 
momentan den Erfolg einer Fettabscheiderbioaugmentation. Der Einsatz von 
Neutralreinigern im Spülmaschinenbetrieb sowie die separate Entsorgung von 
Desinfektionsmitteln sollte ein Bioaugmentationsverfahren zur Eliminierung der 
Fettfrachten innerhalb eines Fettabscheiders in Zukunft ermöglichen. 
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4 Einleitung 
Zu den wichtigsten Bestandteilen natürlicher Nahrungsmittel, vieler synthetischer 
Produkte und Emulsionen, gehören Lipide1 (Quéméneur et al. 1994; Raunkjær et al. 
1994; Christie 2003). Sie sind als Agrarerzeugnisse von großem ökonomischem Wert 
für den internationalen Handel. Lipide dienen als Vorläuferprodukte für 
Reinigungsmittel und Schmiermittel (Christie 2003). Sie werden in der Oleochemie 
unter anderem bei der Herstellung von Seifen, Kosmetika, Waschmitteln, Farben und 
Lacken, Hydraulik- und Schmierölen und bei Druckfarben verarbeitet (Quelle: 
Deutsche Gesellschaft für Fettwissenschaft, 2005, URL [http://www.dgfett.de/]). 
Darüberhinaus werden etwa 80% der gewonnenen Fette und Öle organischen Ursprungs 
als Nahrungsmittel verwendet (Abbildung 4.1). 
 
Abbildung 4.1 Verwendung pflanzlicher Öle/Fette in Deutschland; Gesamtmenge ca. 2.500.000 t; 
gegliedert nach Verwendung (Quelle: Deutsche Gesellschaft für Fettwissenschaft, 
2005) 
Die weltweite Produktion pflanzlicher und tierischer Lipide wird auf über 100 Mio. 
Tonnen/Jahr geschätzt (Oil World, ISTA Mielke GmbH, 2005, URL 
[http://www.oilworld.biz]).  
Im Jahr 2007 wurden in Deutschland ca. 6,3 Mio. Tonnen Pflanzenöl, darunter Rapsöl, 
Sojaöl, Sonnenblumöl und Leinöl, hergestellt. Raffiniert wurden ca. 2,7 Mio. Tonnen, 
hauptsächlich Rapsöl mit 1,55 Mio. Tonnen. Zudem wurde Margarine mit 430.000 
                                                 
1
 bezeichnet als Fette, Öle, Schmiermittel und Fettsäuren 
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Tonnen und Butter mit 1,35 Mio. Tonnen produziert. Der Großteil dieser Produkte war 
für den Export bestimmt. 
In den letzten Jahren stieg vor allem der Pflanzenölverbrauch zur 
Biokraftstoffproduktion drastisch an und wird voraussichtlich in den kommenden 
Jahren noch weiter zunehmen (siehe Abb. 4.2). 
 
Abbildung 4.2 Produktion und Umsatz von Biodiesel in Europa (Quelle: Frost & Sullivan, 2005) 
Die Produktionssteigerung von Gütern aus der Lipidweiterverarbeitung wird dazu 
führen, dass mehr fetthaltige Produkte in Umlauf gebracht werden. Ein gesteigerter 
Konsum dieser Güter verursacht eine Zunahme fetthaltiger Abfälle und Abwässer. Sie 
sind bereits jetzt schon ein Hauptbestandteil der organischen Fracht in 
Abwasserströmen von Schlachthäusern, Speiseöl- und Fett-Raffinerien, Fastfood-
Gaststätten und der Milchproduktindustrie. Zudem werden sie häufig in Abflüssen der 
pharmazeutischen und kosmetischen Industrie nachgewiesen. Weiterhin haben Lipide 
einen großen Anteil an der organischen Fracht des städtischen Abwassers (Quéméneur 
et al. 1994; Raunkjær et al. 1994) und können bei unzureichender Klärung den Weg in 
Oberflächengewässer finden. Die Menge an lipidreichem Abwasser erhöht sich jedes 
Jahr aufgrund steigender Urbanisierung und wachsender Industrie (Bennett 2003). Die 
derzeitigen Verfahren zur Behandlung fetthaltiger Abwässer basieren auf 
physikalischen Trennprinzipien (Tritt et al. 1992). Durch diese physikalischen 
Methoden können suspendierte Lipide aus Abwässern entfernt werden, chemisch 
und/oder physikalisch stabilisierte Lipid/Wasser-Emulsionen hingegen nur 
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unzureichend. Lipide, die physikalische Behandlungsprozesse passieren, erhöhen das 
Niveau des biologischen und chemischen Sauerstoffbedarfs (BSB, CSB) der Abflüsse 
deutlich und gefährden somit diese Gewässer (Chao et al. 1981; Hrudey 1981; Lefebvre 
et al. 1998; Keenan et al. 2000; Chang et al. 2001). 
Betriebe aus Gastronomie und fleischverarbeitender Industrie, wie Fleischereien, 
Hotels, Restaurants und Kantinen, etc., produzieren große Mengen stark fetthaltiger 
Abwässer und werden daher über mechanische Fettabscheider entwässert (Tritt et al. 
1992; Johns 1995). Fette und Öle werden auf diese Weise von der Kanalisation 
ferngehalten. Somit wird verhindert, dass es zu Verstopfungen oder Korrosionen im 
öffentlichen Kanalnetz kommt und kommunale Kläranlagen werden entlastet. Zur 
Gewährleistung eines zufriedenstellenden Betriebs mechanischer Fettabscheider müssen 
die Abscheider regelmäßig entleert und gewartet werden. Dem Betreiber des Objekts 
obliegt die Pflicht zur Selbstkontrolle. Eine Entleerung verursacht für den Betreiber 
hohe Kosten, die durch eine Verlängerung der Standzeit der Fettfracht im Abscheider 
gemindert werden könnten. Konzepte zur Verlängerung der Wartungsintervalle bzw. 
zur Minderung der zu entsorgenden Fettfracht sind daher für den Betreiber äußerst 
attraktiv. Überschlägt man die Anzahl der Fettabscheider, die zurzeit in Europa 
installiert sind, so könnte mit Hilfe eines geeigneten Konzepts ein großer Markt 
erschlossen werden. Der mikrobiologische Abbau der Fettfrachten ist ein 
vielversprechender Ansatz zur Entwicklung dieses Konzepts. 
Nicht nur die Kosteneinsparung ist ein Argument dafür, bestehende Verfahren zur 
Behandlung fetthaltiger Abwässer zu überarbeiten, auch die Fehlfunktionen der 
bisherigen Abscheidersysteme, Unachtsamkeiten in der fachlichen Praxis sowie Fehler 
bei der getrennten Entsorgung von z.B. Speiseresten in Kochtöpfen etc., sollten Grund 
genug sein, die bis dato praktizierte Entsorgung dieser Abwässer zu überdenken. 
5 Theoretische Grundlagen und Zielsetzung 
5.1 Lipide und Fettsäuren 
Zu den Lipiden gehören diverse Stoffe biologischen Ursprungs, die sich in ihrer 
Funktion und Molekülstruktur teils stark unterscheiden. Gemeinsames Merkmal der 
Lipide ist ihre zumeist hydrophobe Natur und die daraus resultierende schlechte 
Löslichkeit in Wasser. Sie können in einfache und komplexe Lipide unterteilt werden. 
Bei den einfachen Lipiden handelt es sich um Fettsäuren und deren Derivate, zu den 
komplexeren Lipiden zählen unter anderem einige Vitamine, Hormone und 
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Komponenten biologischer Membranen. Aufgrund ihrer funktionellen Vielfalt gehören 
Lipide zu den ubiquitären Naturstoffen, sie sind Zellbestandteil aller Lebewesen. Die 
Eigenschaften von Lipiden werden im Wesentlichen von der Art der ihnen 
zugrundeliegenden Fettsäuren bestimmt. So werden Schmelzpunkt, molekularer 
Platzbedarf und das Wirken von intermolekularen Kräften zwischen Lipiden durch die 
Art ihrer Fettsäureketten determiniert. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehen 
die Fettsäureester (Fette, Öle und Wachse), insbesondere Mono-, Di,- und Triglyceride, 
als Hauptbestandteil des Abwasserparameters FOG2 (engl. fat, oil and grease). 
5.2 Lipide im Abwasser 
Durch unsachgemäße Behandlung bzw. Entsorgung gelangen Lipide häufig während 
der Verarbeitung oder nach dem kommerziellen oder privaten Gebrauch ins 
Abwassersystem. Sowohl in der Kanalisation als auch in der Kläranlage stellen sie 
Störstoffe dar. 
Der größte Anteil an in Gaststättenabwässer detektierbaren FOG ist freies Öl, das zur 
Wasseroberfläche steigt. Am häufigsten werden herkömmliche Fettfallen und 
Fettrückhaltevorrichtungen installiert, um freies Öl mittels Koagulation aus Abwasser 
zu entfernen. Flüssiges Öl kann aufgefangen werden, indem man z.B. die 
Wasseroberfläche (Fettrückgewinnungsvorrichtungen) abschöpft, oder das Öl auf der 
Wasseroberfläche sich ansammeln und erstarren lässt (herkömmliche 
Fettfallen/Fettabscheider). Eine weitere Form von Öl in Wasser ist mechanisch 
emulgiertes Öl. Diese Emulsion entsteht, indem eine Mischung aus freiem Öl und 
Wasser bis zu einem Punkt geschüttelt wird, bei dem das Öl in sehr kleine Tröpfchen 
zerbricht (10-20 µm). Hohe Wassertemperaturen und der Gebrauch flüssiger 
Pflanzenöle erleichtert die mechanische Emulgierung des Öls. Mechanische 
Ölemulsionen trennen sich von selbst, sofern dazu ausreichend Zeit gegeben wird. Ohne 
genügend Zeit für die Trennung, d.h. wenn die Fettfalle zu klein bzw. der 
Volumenstrom zu groß ist, oder es sehr starke Schwankung in den Abwasserfrachten 
gibt, können die Öle den Fettabscheider passieren. 
Chemische Emulsionen von Fetten, Ölen und Schmiermitteln werden hauptsächlich 
durch den Gebrauch von Reinigungsmitteln und alkalischen Zusätzen herbeigeführt. 
                                                 
2
 In der Abwasseranalytik ist der Gehalt an FOG im Abwasser über die Extraktionsmethode definiert. 
Werden keine lipophilen Stoffe extrahiert, so ist kein FOG vorhanden. Dies bedeutete für den 
Abbauversuch, dass die nicht extrahierbaren Bestandteile des FOGs, die durch biologische oder 
chemische Prozesse entstehen konnten, als „abgebaut“ definiert wurden, da sie bei der Bestimmung des 
FOGs nicht mehr zur extrahierten Masse beitrugen. 
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Chemisch emulgierte Ölpartikel sind sehr klein (< 1 µm) und steigen nicht zur 
Wasseroberfläche, unabhängig davon, wie viel Zeit gewährt wird. Chemisch 
emulgiertes Öl kann einen bedeutenden Anteil am Gesamtfett der 
Nahrungsmittelservice-Abwässer von über 50%. Es ist wahrscheinlich, dass auf diesem 
Weg das chemisch emulgierte Öl durch Klärbehälter oder Fettabscheider gelangt und 
Verrieselungs- oder Abwasserkanalsysteme erreicht. Die beste Strategie für die 
Beseitigung chemisch emulgierten Öls aus Gaststättenabwässern wäre, zu verhindern, 
dass überhaupt eine Emulgierung stattfindet. Dieses kann durch Verwendung von 
Reinigungsmitteln erreicht werden, die eine schnelle Öl/Wasser-Trennung fördern 
(Pawlak et al. 2008). 
5.2.1 Probleme mit fetthaltigem Abwasser - Beispiel Großküchen 
In Großküchen entstehen fetthaltige Abwässer hauptsächlich bei der Reinigung des 
Inventars und der Gerätschaften. Die Entsorgung dieser Abwässer geschieht über einen 
Fettabscheider, dessen Dimension u.a. nach der Anzahl der am Tag produzierten 
Mahlzeiten bemessen wird (Dimensionierung aufgrund empirischer Daten; DIN EN 
1825). Gaststättenabwässer und Abwässer anderer kommerzieller 
Nahrungsmittelhersteller unterscheiden sich erheblich von Haushaltsabwässern. Zu der 
höheren Schwankung des Volumenstroms während der Arbeitszeiten und der im 
Allgemeinen höheren Temperaturen des Abwassers, sind Gaststättenabwässer 
gewöhnlich stärker belastet (CSB: 26–1380 mg/L, BSB: 5–1460 mg/L) als 
Haushaltsabwässer (CSB: 210–740 mg/L, BSB: 150–530 mg/L) (Henze et al. 2001). 
Öl- und Fettfrachten sowie Reste von Nahrungsmitteln erhöhen den biologischen und 
chemischen Sauerstoffbedarf (BSB resp. CSB) erheblich. Ein Vergleich zwischen dem 
theoretischen CSB eines Moleküls Glucose (C6H12O6) und eines Moleküls Capronsäure 
(C6H12O2) verdeutlicht dies eindrücklich. Um Glucose zu Sauerstoff und Wasser zu 
oxidieren, benötigt es 12 Sauerstoffatome, bei Capronsäure sind es mit 16 
Sauerstoffatomen knapp ein drittel mehr. Je langkettiger die Fettsäuren sind, desto 
höher wird der CSB im Vergleich zur Glucose. 
Öle, Fette und Schmiermittel verursachen in zentralen und dezentralen 
Abwasserentsorgungssystemen sowie in kommunalen Abwasserkanalsystemen häufig 
Probleme (Eddy 1998). Aufgrund der sehr geringen Löslichkeit setzen sie sich zum 
Beispiel an kälteren Rohrwandungen ab. Dies bewirkt eine zunehmende Verengung des 
Rohrdurchmessers bis hin zum Verschluss des Rohrsystems. Ebenso werden Gitter und 
Filter durch ausgehärtete Fette und Öle zugesetzt. Durch Verkrustung und Versiegelung 
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der Oberflächen nimmt die Materialkorrosion zu, unter anderem da die Fette und Öle 
durch chemische und biologische Reaktionen zu Fettsäuren hydrolysiert werden. Zudem 
bewirken einige der entstandenen Fettsäuren (Propionat, Butyrat) unangenehme 
Gerüche. In der Kläranlage sind Lipide unerwünscht, da sie den Belebtschlamm der 
biologischen Reinigungsstufe benetzen und so die zur Abwasserklärung benötigte 
optimale Sauerstoffaufnahme mindern. Gelangen Lipide durch Rohrverstopfung oder 
durch unzureichende Klärung in Oberflächengewässer, so gefährden sie dort das 
aquatische Ökosystem aufgrund der Sauerstoffzehrung, beziehungsweise durch 
Verringerung der Sauerstofftransferrate (Mikroorganismus/Wasser). 
Ölverunreinigungen in Trinkwasserquellen führen zu unangenehmen Gerüchen und zur 
Trübung des Wassers, beeinträchtigen den Geschmack und erschweren eine Filtration 
(Baig et al. 2003). Eine direkte toxische Wirkung für aquatische Lebewesen scheint von 
natürlichen Lipiden und Fettsäuren jedoch nicht auszugehen. Obgleich herkömmliche 
Fettabscheider verhindern sollen, dass Fette Abwasserkanäle oder biologische 
Klärstufen erreichen, führen hohe Fettfrachten und Schwankungen des 
Abwasservolumenstroms häufig dazu, dass der Fettabscheider überbrückt wird. Die 
Wahrscheinlichkeit für diese Ereignisse steigt, wenn das auf der Wasseroberfläche 
erstarrte FOG im Fettabscheider nicht beseitigt wird. 
5.2.2 Probleme durch Temperatur und pH-Wert 
Die meisten Gaststätten weisen keine Trennung kalter und heißer Abwasserströme auf. 
Je nach Küchenbetrieb sind Zulauftemperaturen des Fettabscheiders von über 50°C 
keine Seltenheit, selbst Ablauftemperaturen von über 47°C wurden auch in eigenen 
Untersuchungen häufig gemessen. Bestätigt wurde diese Problematik durch Ergebnisse 
eines Forschungsprojekts des Landes NRW. Das Land beauftragte das Institut für 
Unterirdische Infrastruktur GmbH (IKT) mit einer Studie zum „Einsatz 
mikrobiologischer Produkte in Fettabscheidern“ (2002). Die Überwachung der 
Temperatur und des pH-Wertes ergab, dass die Abwassertemperaturen im Zulauf des 
Fettabscheiders zwischen 28-52°C schwankten. Die Abläufe wiesen Temperaturen von 
knapp unter 50°C auf. Der pH schwankte zwischen 3 und 11,5 im Zulauf sowie 3,2 bis 
9,8 im Ablauf des Fettabscheiders. Die pH-Problematik wurde darüber hinaus von der 
Münchner Stadtentwässerung (2003) beschreibt. Die beauftragten Untersuchungen 
brachten hervor, dass im Ablauf mehrerer überwachter Fettabscheider der pH-Wert 
unter dem zulässigen Grenzwertbereich von pH 6-11 lag. Zudem konnte in eigene 
Messungen gezeigt werden, dass nicht nur stark saure Abwässer über den 
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Fettabscheider entsorgt werden, sondern, dass durch den Einsatz großer Mengen von 
Spülmaschinenreinigern der pH-Wert im Ablauf auf über pH 11 anstieg (Abbildung 
7.34). 
Als Grund für stark saure pH-Werte wurde angenommen, dass durch biologisch-
chemische Vorgänge im Schlammfang und Abscheider, Fette und Öle unter Bildung 
von sauren Reaktionsprodukten abgebaut werden. Die Münchener Studie zu 
Großgaststätte zeigte jedoch, dass die pH-Wertabsenkung eindeutig durch den Zufluss 
von saurem Abwasser erfolgte. Quellen für saures Abwasser waren neben sauren 
Kalklösern u.a. auch Salatdressings mit Essig, Sauerkrautsaft sowie Getränkereste. 
Darüberhinaus konnte gezeigt werden, dass zur Reinigung des Küchenbereiches 
verwendete Mittel, eingebracht über Bodenabläufe oder Becken, zu pH-Werten von 
unter 3 im Zulauf des Fettabscheiders führen können. Sowohl die Münchener 
Untersuchungen, als auch eigene Recherchen haben ergeben, dass bei 
Reinigungsarbeiten stark saure Reinigungsmittel mit zudem bakterizider Wirkung 
verwendet werden und über den Fettabscheider in die Kanalisation gelangten. 
Ein Einfluss von bio-chemischen Vorgängen auf die Säurebildung konnte während der 
Untersuchungsdauer nicht festgestellt werden. Jedoch muss dieser Effekt bei hohen 
Fettkonzentrationen in der Abscheideranlage, bei höheren Abwassertemperaturen im 
Zulauf und bei zu langen Entsorgungsintervallen berücksichtigt werden (Bericht 
Münchner Stadtentwässerung, Herbert Gutwein, März 2003). 
Die Problematik besteht darin, dass emulgierte Fettanteile im warmen, alkalischen und 
tensidhaltigen Abwasserstrom nicht vollständig abgeschieden werden können. Zudem 
kann bereits abgeschiedenes Fett unter diesen Bedingungen im Abscheider wieder 
emulgiert werden. Im Ablauf des Fettabscheiders lassen sich dann hohe 
Überschreitungen (>2 g/L) des Fettgrenzwertes (250 mg/L) feststellen. Verschärft wird 
diese Problematik, wenn das Vorabräumen von Tellern und sonstigen Behältern, sowie 
das Vorspülen mit Kaltwasser, nicht korrekt durchgeführt werden. Es gelangen dadurch 
größere Fett- und Ölmengen in die Spülmaschinen, die mit alkalischen, tensidhaltigen 
Reinigungsmitteln, bei hohen Temperaturen (ca. 90°C in Industriespülmaschinen) und 
dem hohen Ausgangsdruck der Düsen, emulgiert werden und sich dadurch der 
vollständigen Abscheidung im Fettabscheider entziehen. 
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5.3 Rechtsgrundlagen und technische Regeln 
Die Behandlung von fetthaltigen Abwässern vor deren Einleitung in die öffentliche 
Kanalisation wird durch die jeweilige örtlich geltende Entwässerungssatzung geregelt. 
In der Regel wird dort gefordert (Bayerisches Landesamt für Wasserwirtschaf, 
Merkblatt Nr. 4.5/11): 
• Abwasser aus gewerblichen Betrieben, das aufschwimmende Öle und Fette 
enthält, darf nicht eingeleitet werden, 
• sofern mit dem Abwasser Öle und Fette mit abgeschwemmt werden können, sind 
Abscheider einzuschalten, 
• die Abscheider müssen in regelmäßigen Abständen und bei Bedarf entleert 
werden. 
Der Fettabscheider ist demnach keine Kläranlage, sondern eine 
Entwässerungsvorrichtung bzw. Abwasserbehandlungsanlage. 
Für Fettabscheideranlagen ist aus technischer Sicht die DIN EN 1825 und DIN 4040-
100 maßgebend. Diese Normen enthalten Vorgaben für die Wahl der Abscheider-
Nenngröße in Abhängigkeit vom Abwasseraufkommen, sowie für Einbau, Betrieb und 
Wartung der Fettabscheider. 
In diesen Normen ist u. a. folgendes festgelegt: 
„Die Norm gilt für Abscheideranlagen für die Trennung von Fetten und Ölen 
pflanzlichen und tierischen Ursprungs vom Abwasser aufgrund der Schwerkraft ohne 
Einwirken von äußerer Energie.“ (DIN EN 1825 Teil 1 Nr. 1) 
„Die Intervalle für die Wartung und Reinigung sind unter Berücksichtigung der 
Speicherkapazität von Fettabscheider und Schlammfang sowie den betrieblichen 
Erfahrungen vom Betreiber festzulegen.“ (DIN EN 1825 Teil 2, Nr. 8) 
„Schlammfang und Abscheider sind mindestens einmal im Monat, vorzugsweise 
zweiwöchentlich vollständig zu entleeren und zu reinigen.“ (DIN 4040 Teil 100, Nr. 
12.2; URL [http:// .umweltbundesamt.de/]) 
Das ATV-Arbeitsblatt A 115 „Einleiten von nichthäuslichem Abwasser in eine 
öffentliche Abwasseranlage“ schlägt folgende Richtwerte an der Übergabestelle zur 
Kanalisation vor: 
• 100 mg/L direkt abscheidbare Öle/Fette, 
• 250 mg/L schwerflüchtige lipophile Stoffe, gesamt (bei Abscheider > NG 10). 
Diese Werte werden oft in die örtlichen Entwässerungssatzungen übernommen. 
5 Theoretische Grundlagen und Zielsetzung 
 
 27 
5.3.1 Kontrolle der Fettabscheiderwirkung 
Zur Bestimmung der Fettabscheiderwirkung ist im Zulauf zum Abscheider ein 
Vergleich der schwerflüchtigen (Sdp.>250 °C), lipophilen Stoffe nach DIN 38409 H17 
(Entwurf DEV H 56) mit den direkt abscheidbaren Leichtstoffen (ρ<1) nach DIN 38409 
H19 notwendig. Ein Fettabscheider nach DIN 4040 kann zwar grob dispergiertes, direkt 
abscheidbares Fett, jedoch nicht fein dispergiertes, emulgiertes oder gelöstes Fett aus 
dem Abwasser zurückhalten. Es ist daher immer mit einer gewissen Fettfracht im 
Ablauf zu rechnen. 
Das Werk „Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater“ 
repräsentiert "the best current practice of American water analysts". Diese Standard-
Methoden sind eine gemeinschaftliche Publikation der „American Public Health 
Association (APHA)“, der „American Water Works Association (AWWA)“ und der 
„Water Environment Federation” (WEF). In diesem Werk (Greenberg 2005) wird der 
Parameter FOG als Maß für die Lipidfracht im Abwasser beschrieben. Dieser Parameter 
definiert sich über eine Extraktionsmethode (EPA-Methode 1664). Alle Substanzen, die 
im verwendeten Extraktionsmittel (n-Hexan) löslich sind, tragen zur Masse des 
Parameters FOG bei. Um die Effektivität des Fettabscheiders zu kontrollieren, wird 
diese Methode zur Bestimmung des FOG-Gehalts im Ablauf verwendet. 
5.3.2 Starkverschmutzerzuschlag 
Bei Einbau einer biologischen Behandlungsanlage für fetthaltige Abwässer sollte die 
organische Fracht des Abwassers (Kohlehydrate, Fett, Eiweiß, Alkohol) soweit 
abgebaut werden, dass die Voraussetzungen für einen Starkverschmutzerzuschlag nicht 
mehr gegeben sind. Starkverschmutzungszuschläge werden in der Regel für industrielles 
und gewerbliches Abwasser erhoben. Wenn diese Abwässer einen CSB über 
1.000 mg/L aufweisen und deren CSB-Fracht 10 t pro Jahr übersteigt, werden 
Sondergebühren von den Kommunen erhoben, um finanzielle Einbußen, die durch 
Schäden am Kanalnetz sowie durch die stärkere Belastung kommunaler Kläranlagen 
entstehen, zu kompensieren. Die Höhe der Gebühr variiert je nach überschrittenen und 
zu beseitigenden Parametern sowie nach Vorgaben der Kommunalverwaltung 
(exemplarisch aus der Abwassersatzung der Stadt Mannheim (AbwS 2009); 
Gebührensatz für: CSB-Beseitigung = 0,4 €/kg; N-Beseitigung = 4 €/kg; P-Beseitigung 
=  13,4 €/kg). 
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5.3.3 Einsatz von Mikroorganismen und/oder Enzymen in Fettabscheidern 
Das Bundesumweltamt nahm im Jahre 2007 Stellung zum Einsatz von 
Mikroorganismen in Fettabscheidern. In dieser Stellungnahme wurde festgestellt, dass 
der durch die Bauaufsicht und durch Satzungen der gemeindlichen Betreiber von 
Abwasseranlagen vorgeschriebene Einbau von Fettabscheidern die Aufgabe hat, 
Abwasseranlagen (Kanalisations- und Behandlungsanlagen) vor nachteiligen 
Beeinflussungen zu schützen. „Fettabscheider sind in diesem Sinne 
Entwässerungsanlagen, die in ihrer bestimmungsgemäßen Funktion nicht beeinträchtigt 
werden dürfen (DIN 1986, T 3, Ziff. 2.1; 2.3.1; 3.7). Durch den Zusatz von Produkten, 
die Bakterien und Enzyme enthalten, findet eine unkontrollierte Einwirkung auf die 
schon im Abscheider festgehaltenen Öle und Fette statt. Generell ist es unzulässig, in 
Abwasseranlagen als Abfall abgeschiedene Stoffe wieder in die Kanalisation 
einzuleiten. Dasselbe gilt für unkontrollierte Abbauprodukte, die wiederum eine größere 
Belastung durch BSB (Biologischer Sauerstoffbedarf), CSB und TOC (Gesamt 
organisch gebundener Kohlenstoff) der mechanischen oder biologischen 
Abwasserbehandlungsanlagen bewirken. Die in Fettabscheidern abgeschiedenen Stoffe 
werden in der Regel stofflich oder thermisch wiederverwertet.“ 
Gegen einen Einsatz der o.a. Produkte in biologischen Abwasservorbehandlungsanlagen 
mit kontrolliertem Ablauf sind keine Einwände zu erheben, wobei jedoch 
entsprechende mikrobiologische Untersuchungen über die Abbaureaktionen und -zeiten 
sowie die sich einstellende Biologie mit und ohne Dosierung durchgeführt werden 
sollten, um die differenzierte Wirkung dieser Präparate herausstellen bzw. für den 
Praxisgebrauch verifizieren zu können. Es muss außerdem sichergestellt sein, dass die 
o.a. Produkte keine pathogenen Bakterien enthalten. [Bundesumweltamt, 2007] 
5.4 Systeme zur biologischen Behandlung lipidreichen Abwassers 
In diesem Kapitel werden verschiedene Systeme, die zur biologischen Behandlung 
lipidreichen Abwassers eingesetzt werden, vorgestellt. Verschiedene 
Verfahrenstechniken für Verfahren unter aeroben und anaeroben Bedingungen sind zu 
diesem Zweck entwickelt worden, die jedoch alle Vor- und Nachteile bergen. 
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5.4.1 Aerobe Klärprozesse 
Belebungsverfahren 
Es wird allgemein angenommen, dass Lipide in aeroben Abwasserbehandlungssystemen 
biologisch abbaubar sind. Man betrachtet sie folglich als Teil der organischen 
Belastung, die zu beseitigen ist. Jedoch haben Lipide nachteilige Effekte auf die 
Sauerstoffübertragung zwischen Medium und Organismus. Sie verringern die 
Sauerstofftransferrate im Biofilm, sodass sie den Mikroorganismen Sauerstoff 
vorenthalten (Chao et al. 1981). Dieser Effekt verringert die mikrobiologische Aktivität. 
Von Adsorptionsprozessen berichtet auch Young (1979). Er führte Studien durch, in 
denen er biologische Matrix mit Pflanzenöl mischte und die BSB-Werte im Ablauf des 
Reaktors in Bezug zur Öl-Fracht setzte. Der Abbau des Öls durch mikrobielle 
Mischkulturen war dabei gleich oder besser als der BSB-Abbau (Young 1979). So 
schlussfolgerte man, dass nicht nur Biodegradationsprozesse auftraten, sondern auch 
Adsorptionsprozesse des Öls an der Biomasse stattfanden. Obgleich Hsu et al. (1983) 
aufklärten, dass die Adsorption der Lipide zu deren Entfernung aus Abwässern beiträgt, 
berichteten Chao und Yang (1981), dass die an Biomasse absorbierten Lipide eine 
Abnahme des spezifischen Gewichts des Belebtschlamms verursachten, und dieses 
wiederum zu einer sukzessiven Aktivitätsminderung des Belebtschlamms führte und 
schließlich im Prozessausfall endete. Folglich beeinflusst die Lipidadsorption bzw. die 
resultierende Abnahme des spezifischen Gewichtes des Belebtschlamms die Leistung 
der aeroben Prozesse innerhalb des Belebtschlamm-Verfahrens. 
Hrudey (1981) studierte die Effekte emulgierter Lipide auf Belebtschlamm, indem er 
verschiedene Mengenverhältnise von Lipiden zu Mikroorganismen (Lipide/MLSS) in 
Bezug auf den Lipidabbau testete. Er fand heraus, dass kein hemmender Effekt auf die 
Substratverwertungsrate feststellbar ist, sofern das Verhältnis von Lipiden zu 
Mikroorganismen zwischen 0,04 bis 0,78 g Lipide * g-1 MLSS * Tag-1 liegt. Die 
Sauerstoffverbrauchsrate wurde nicht beeinträchtigt, sofern das Lipide/MLSS-
Verhältnis zwischen 0,09 bis 0,5 g Lipide * g-1 MLSS * Tag-1 liegt. Ein anderes Bild 
zeigte sich bei den gemessenen Abwasserablaufwerten  für BSB und abfiltrierbare 
Stoffe. Es zeigte sich, dass hohe Belastungen des Belebtschlamms mit Lipiden zu 
erhöhten Werten für BSB und abfitrierbare Stoffe im Ablauf führten, obwohl der 
Lipidabbau gut war. Dieser Effekt trat auf, sobald das Lipide/MLSS Verhältnis über 
0,25 (Lipide/MLSS) hinaus angehoben wurde. Folglich beeinflussen Lipide die 
Mikroorganismen im Belebtschlamm durch einen anderen Effekt als eine Hemmung des 
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Metabolismus, da nachgewiesen werden konnte, dass Lipidfrachten keine 
Wachstumshemmung heterotropher Bakterien in Belebtschlamm hervorrufen. Für den 
Fall, dass eine physikalische Versiegelung der Bakterienoberfläche für die minderung 
der Klärleistung sowie für das Auftreten von Prozessausfällen verantwortlich ist, so 
könnten dieser Effekt gleichermassen auch auf Hefen und Pilze übertragen werden. Die 
Dosierung des FOG zum Klärverfahren scheint ein kritischer Punkt im FOG-
Abbauprozess zu sein. 
Eine Studie durch Wakelin und Forster (1997) zeigt, dass akklimatisierter 
Belebtschlamm eine höhere Lipidabbauleistung als nicht-akklimatisierter 
Belebtschlamm erreichen kann, selbst wenn das Muster der mikrobiellen Gemeinschaft 
und der Abbau der Lipide/Fettsäuren in beiden Ansätzen ähnlich sind. Da 
Belebtschlamm aus einer Mischung unterschiedlichster Mikroorganismen besteht, die 
durch verschiedene Arten dominiert werden können, kann die jeweilige Dominanz 
durch Art und Konzentration des Substrats (Ekama et al. 1986; Kovarova-Kovar et al. 
1998) dirigiert werden. Sowohl Hrudey (1981) als auch Wakelin und Forster (1997) 
schlussfolgerten, dass Varianzen in der Gesamtleistung verschiedener 
Mikrobenkulturen vor allem auf Unterschieden in den jeweiligen Enzymsystemen, 
insbesondere der Lipasen, (Anderson 1980; Tan et al. 1987; Ratledge 1992) basieren. 
Weiterhin empfehlen sie zur Behandlung fetthaltiger Abwässer, Mikroorganismen-
Mischkulturen wie Belebtschlamm einzusetzen, die an Lipide und Fettsäuren gewöhnt 
wurden und akklimatisiert sind. 
Suspendiertes-/Festkörper-Belebtschlamm-Verfahren (kombiniert) 
Um die Biodegradation von Lipiden zu erhöhen, schlugen Keenans und Sabelnikov 
(2000) den Gebrauch einer Kombination aus einer Abwandlung des 
Belebtschlammverfahrens (sequencing batch reactor - SBR)3 und einem Festkörper-
Belebtschlamm-Reaktor vor. Zuvor wurden für eine Bioaugmentation 
Bakterienkulturen ausgewählt, die zum Abbau der Lipide fähig sind. 
                                                 
3 Das SBR-Verfahren ist eine Variante des Belebtschlammverfahrens. Der Unterschied zum 
konventionellen Durchlaufverfahren liegt darin, dass die Verfahrensschritte nicht entlang einer 
Wegachse, wie es z. B. bei kaskadenförmig durchströmten Belebungsanlagen, sondern entlang einer 
Zeitachse geführt werden. Das bedeutet, dass beim SBR-Verfahren alle zur biologischen Reinigung des 
Abwassers notwendigen Schritte nicht in mehreren voneinander getrennten Reaktionsräumen stattfinden 
(anaerobe, aerobe, anoxische Zonen, Nachklärbecken), sondern in einer zeitlichen Abfolge im selben 
Behälter ablaufen. 
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Van Loosdrecht et al. (1990) entdeckten, dass der Lipidgehalt des abfließenden 
Abwassers durch die Verwendung nur eines SBR nicht auf Konzentrationen unter 
0,3 g/L von zuvor 1,512 g/L gesenkt werden konnte. Jedoch konnte Keenan et al. 
(2000) durch Hinzufügen eines Festphasen-Biofilm-Filters zum SBR der Lipidgehalt im 
Abwasser auf 0,028 g/L verringert werden. Die Zunahme der Leistungsfähigkeit des 
Systems war das Resultat einer erhöhten Konzentration bakterieller Biomasse, begleitet 
von einer erhöhten mikrobiologischen Aktivität, einem gesteigerten Wachstum und der 
Bewahrung der Mikroorganismengemeinschaft. Jedoch versagte das von Keenan und 
Sabelnikov (2000) beschriebene Verfahren gelegentlich und der Gehalt an Lipiden im 
abfließenden Abwasser erhöhte sich auf 0,386 g/L. Obgleich die Autoren als Grund für 
diese sporadischen Ausfälle das Versagen der pH-Wertregulierung ansahen, fehlt eine 
vollständige und detaillierte Begründung für diese Systemausfälle. Denkbar ist, dass im 
Verlauf des Prozesses eine ständige Adsorption von FOG am Festphasen-Biofilter 
stattfand. Diese Sorption schränkte ab einer gewissen Schichtdicke die 
Sauerstoffversorgung der Mikroorganismen so stark ein, dass ein FOG-Abbau nicht 
mehr möglich war. 
5.4.2 Problematiken – Schaumbildung und Verstopfungen 
Lipide – Sauerstoffmangel – filamentöse Bakterien 
In kommunalen Kläranlagen gehen Schaumprobleme oft mit dem massenhaften 
Auftreten fadenförmiger Bakterien einher. Hierbei setzen sich bevorzugt Microthrix 
parvicella und nocardioforme Actinomyceten, insbesondere bei hohen Frachten an 
hydrophobem Substrat wie Fette und Öle, gegenüber anderen Mikroorganismen durch. 
Alle relevanten Ursachen für die Entstehung dieser Schäume konnten bislang noch nicht 
vollständig aufgeklärt werden. So ist über den Einfluss anthropogener und biogener 
oberflächenaktiver Substanzen auf die Schaumbildung in Kläranlagen noch wenig 
bekannt. Auch die genauen Zusammenhänge zwischen Ursachen und Wirkungen sind 
nicht vollständig geklärt. 
Folgende Arbeiten wurden in diesem Bereich mit Bezug zu fetthaltigen Abwässern 
durchgeführt: 
Lefebvre et al. (1998) schlugen vor, dass solche Schaumprobleme durch 
Unterbrechungen in der Belüftung verursacht werden. Tatsächlich bevorzugen 
filamentöse Bakterien längere Phasen des Sauerstoffmangels für ihr Wachstum. Dies 
wiederum verursacht die Schaumbildung und Verstopfungen eines Klärsystems 
(Jenkins 1992; Duchene 1994). 
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Pernelle et al. (2001) haben berichtet, dass Substratüberdosen das Wachstum 
filamentöser Bakterien begünstigen (Nostocoida limicola, Haliscomenobacter hydrossis 
und Thiothrix nivea). Dies geschieht, weil Substratüberdosen eine plötzliche Zunahme 
des BSB und einen Einbruch des gelösten Sauerstoffs verursachen, infolgedessen das 
Wachstum filamentöser Bakterien induziert und gefördert wird. Außerdem zeigten 
Galbraith und Miller (1973), dass die Fettsäureadsorption auf Oberflächen von 
Bakterien durch niedrige pH-Werte gefördert wurde und zu Schaumbildung führte. 
Daher wird Schaum auch bei Lipid/Zell-Aggregaten gebildet. Folglich wird das 
Wachstum filamentöser Bakterien durch Sauerstoffmangel und andere Faktoren, 
einschließlich biologischer, ausgelöst (Duchene 1994). 
Eine ausführliche Studie zur Substrataufnahme durch filamentöse Bakterien wurde von 
Andreasen und Nielsen (1997, 1998) geleitet. Sie studierten die Fähigkeit von 
Microthrix parvicella, „verantwortlich“ für die Schaumbildung in vielen 
Belebtschlammverfahren (Soddell et al. 1998; Andreasen et al. 2000), verschiedene 
organische Substanzen unter aeroben, anaeroben und anoxischen Bedingungen 
aufzunehmen. Getestet wurden folgende Substrate: 
(1) einfache organische Substrate: Acetat, Propiat, Butyrat, Glukose, Ethanol, 
Glycerin, Leucin; 
(2) komplexe organische Substrate: Natriumdodecylsulfate, Oktadekanol, 
Palmitinsäure, Ölsäure und Triölsäureglycerinester. 
Sie entdeckten, dass keine der einfachen organischen Substrate durch M. parvicella 
aufgenommen wurden. Von den komplexen organischen Substraten nahm M. parvicella 
nur Ölsäure-, Palmitin- und Triölsäureglycerinester auf. Slijkhuis (1983) berichtete über 
ähnliche Resultate, nämlich dass M. parvicella nicht auf einfachen organischen 
Substraten wie Acetat wachsen kann. Jedoch steigerte sich in Anwesenheit des 
nichtionischen Detergens Tween 80 sowie nach Zufuhr von Acetat, Butyrat und 
Fettsäuren mittlerer Kettenlänge (C8-C11), das Wachstum von M. parvicella. Dieses 
stimmt überein mit den Resultaten von Maloy et al. (1981). Sie berichten, dass 
langkettige Fettsäuren (C12-C18) das Transportsystem für Fettsäuren mittlerer 
Kettenlänge in Escherichia Coli aktivieren. Weiterhin konnten sie zeigen, dass 
Fettsäuren mittlerer Kettenlänge das Mikrobenwachstum nur in Anwesenheit 
langkettiger Fettsäuren fördern. Die von Andreasen und Nielsen (1997, 1998) 
beschriebenen Ergebnisse sagen aus, dass die Anwesenheit von Lipiden im Abwasser 
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(Triacylglycerole und langkettige Fettsäuren) das Wachstum filamentöser Bakterien 
unter aeroben, anaeroben oder anoxischen Bedingungen fördert. 
In Übereinstimmung mit Andreasen und Nielsen’s (1998) Schlussfolgerungen sollte 
durch eine verbesserte Strategie zur Kontrolle filamentöser Bakterien auch gleichzeitig 
ein verbessertes Verständnis für das Verhalten und die Effekte von Lipiden auf das 
Belebtschlammverfahren erlangt werden können. Doch sollten filamentöse Bakterien 
nicht als alleinige Verursacher der Schaumbildung gelten. Eher stellen sie einen Faktor 
in einem Netzwerk verschiedener Parameter dar, in welchem es unter bestimmten 
Bedingungen zur Schaumbildung kommen kann. 
Eine mögliche Erklärung: 
Die Anwesenheit von Lipiden im Abwasser ist häufig verknüpft mit Problemen der 
Schaumbildung (McDermont 1976). Wird ein Abwasserreinigungssystem belüftet, so 
kann dies in Kombination mit Lipiden die Schaumbildung fördern. Die Belüftung 
steigert die Emulgierung, so dass die Wasser/Lipid-Grenzfläche erhöht wird. Die 
Aktivität hydrolytischer grenzflächenaktiver Enzyme wird somit gesteigert und es folgt 
eine massive Konzentrationserhöhung der Spaltprodukte im Abwasser. Die Verwertung 
der Spaltprodukte erhöht die biologische Aktivität, infolge dessen tritt ein Absenken des 
pH-Werts des Abwassers ein. Man kann also schlussfolgern, dass die Schaumbildung 
mit der Veränderung des pH-Wertes zusammenhängt. Lefebvre et al. (1998) sind 
diesem Sachverhalt weiter nachgegangen. Lipid-Hydrolysate bestehen z.T. aus 
langkettigen Fettsäuren, deren Salze bei pH-Werten kleiner 7 relativ instabil sind. Sie 
werden protoniert (H+), sodass deren Löslichkeit vermindert wird. Sie werden stärker 
hydrophob und könnten u.a. an Organismen des Belebtschlamms adsorbieren. Bei 
unzureichender Sauerstoffversorgung würden empfindliche, obligat aerobe Organismen 
in Konkurrenz um das Substrat benachteiligt sein. Sterben diese Organismen ab, erhöht 
dies die Nährstoffkonzentration für die überlebende Spezies. Diese werden sich 
vermutlich massenhaft vermehren. Zudem sind Zellbestandteile wie z.B. 
Membranproteine der abgestorbenen Biomasse oberflächenaktiv. Schlussendlich bilden 
sich Schäume aus Nährstoffen, abgestorbener Biomasse und massenhaft vermehrten 
Bakterien (evt. Microthrix parvicella oder Nocardia sp.) (Lefebvre et al. 1998). 
5.4.3 Erfolg und Misserfolg bestehender Systeme 
Der gegenwärtige Stand der Forschung schließt spezielle Verfahren zur aeroben oder 
anaeroben Behandlung fetthaltiger Abwässer mit ein. Die Literatur beschreibt, dass 
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Lipide/Fettsäuren erfolgreich durch biologische Behandlungsmethoden eliminiert 
werden. Sie können jedoch das Wachstum der Mikroorganismen hemmen sowie 
Schaumbildungen verursachen, ein erhöhtes Wachstum filamentöser Bakterien 
hervorrufen und die Flockenbildung verstärken. Erfolgreiche biologische 
Behandlungssysteme für fetthaltige Abwässer sind von unterschiedlichen Autoren wie 
z.B. Setti et al. (1998), Martirani et al. (1996) sowie Raj und Murthy (1999a, 1999b, 
1999c) beschrieben worden. 
Tabelle 5.1 Liste verschiedener Abwasserbehandlungssysteme; UASB = (engl.) up-flow anaerobic 
sludge blanket reactor; RBC = (engl.) rotating biological contactor; AnRBC = (engl.) 
anaerobic rotating biological contactor 
 
Die Präsenz von FOG in industriellen Abwässern ruft ernste Probleme für aerobe und 
anaerobe biologische Klärverfahren hervor (Barnes et al. 1984). Die Entwicklung 
verschiedener industrieller Hochleistungs-Abwasserbehandlungsanlagen der letzten 10 
Jahre wurde von Johns (1995) zusammengefasst. Diverse Verfahren für den Abbau von 
FOG sind in Tabelle 5.1 dargestellt. 
Brauerrei Thermophil aerober Reactor (50°C) - - 67 Zvauya R., 1994
Schlachthaus Anaerober Teich 2291 624 79 Martinez J., 1995
Schlachthaus Anaerober Reaktor 3600 1700 33-52 Martinez J., 1995
Schlachthaus UASB 1610 - 57 Martinez J., 1995
Milchindustrie AnRBC - - 60-81 Lo K.V., 1990
organisch hoch 
belastet AnRBC 12000 - 71 Lu C., 1995
Prozessabwasser 
Lebensmittel UASB 4700 - 80-85
Olivia L.C.H.V., 
1995
Waschwasser der 
Wollindustrie
Thermophiler aerober 
Reaktor (65°C) 77000 1100 40 Becker P., 1999
Waschwasser der 
Wollindustrie
Mesophiler anaerober 
Reakto 40000 - 40
Spies P., 1986 
(Ph.D.)
400 86
600 75
800 0
400 93
600 92
800 82
Prozessabwasser 
Fleischindustrie UASB 1544 144 56
Wahaab R.A., 
1999
Prozessabwasser 
Fleischindustrie UASB + RBC 1544 144 91,5
Wahaab R.A., 
1999
Tiernahrungsindustrie Konventioneler Belebtschlamm 13700 404-820 70-92 Liu V.L., 2004
Milchindustrie 2521 Jung F., 2002Vorab hydrolysiert + Belebtschlamm
Abwassertyp Referenz
Milchindustrie Belebtschlamm 2521 Jung F., 2002
Behandlungsmethode Influent CSB (mg/L)
FOG 
(mg/L)
Substrat-
Eliminierung 
(%)
ei
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Die Komposition der Abwässer variiert stark und lässt keinen direkten Vergleich der 
Klärsysteme und ihrer Leistungen bei der Eliminierung von FOG zu. 
Zufriedenstellender Substratabbau 
Eine Reihe von Primärbehandlungsverfahren, wie Siebung, Sedimentation, 
Abscheidung, etc. sind für Vorbehandlungen stark fetthaltiger Abwässer erforscht 
worden. Aerobe biologische Systeme zur Beseitigung stark belasteter Abwässer wie 
Belebtschlamm oder das Tropfkörperverfahren, sind beim Abbau von BSB5 sehr 
effektiv (>75%) und sehr leistungsfähig (Johns 1995). Das Verfahren der „dissolved air 
flotation“ (DAF) wird als effektivstes Verfahren zur Behandlung fetthaltiger Abwässer 
angesehen, denn es reduziert den BSB5 um 75%-80% (Hopwood 1977) bei 
gleichzeitiger FOG-Abbauleistung von bis zu 99%. 
Thermophile biologische Klärsysteme besitzen Vorteile bei der Beseitigung von FOG 
aus Abwasser (Becker et al. 1998). Aerobe Prozesse unter thermophilen Bedingungen 
eignen sich u.a. für die Behandlung von Abwasser mit extrem hohen FOG-Frachten wie 
z.B. flüssige Schweinegülle (Beaudet et al. 1990) und Prozessabwässer der 
kartoffelverarbeitenden Industrie (Rozich et al. 1998). 
Eine Vorbehandlung von Abwässern, z.B. durch enzymatische oder chemische 
Hydrolyse, wurde im Belebtschlamm-System zur Klärung öligen Abwassers erfolgreich 
verwendet (Jung et al. 2002). Ohne vorherige Hydrolyse erzielte ein Belebtschlamm-
System bei einer Belastung von 400 und 600 mg FOG/L eine CSB-Abbau-Leistung von 
86% bzw. 75%, während bei einer FOG-Belastung von 800 mg/L die CSB-Abbau-
Leistung des Bioreaktors drastisch einbrach (0%). Durch eine vorgeschaltete Hydrolyse 
konnte bei gleichen FOG-Belastungen (400, 600 und 800 mg FOG/L) der CSB jeweils 
um 93%, 92% sowie um 82% reduziert werden. 
Beispiel für anaerobe Reaktoren 
Der UASB ist ein typischer Reaktor der anaerobe Abwasserbehandlung. Der Influent 
wird von der Unterseite des Reaktors her eingetragen und der Abfluss liegt auf der 
Reaktoroberseite. So genannte „Granula“ aus anaerobem Schlamm werden gebildet und 
reichern sich im Reaktor an. Die Granulation verursacht eine wirkungsvolle Trennung 
von HRT und SRT. Diese Granula und der „Up-flow“, in Kombination mit der 
Durchmischung aufgrund aufsteigender Gasblasen, liefern einen guten Kontakt 
zwischen Abwasser und anaerobem Schlamm. Typische HRT liegen zwischen 0,2 und 2 
Tagen (Grady et al. 1999). Der Erfolg anaerober Prozesse im Umgang mit FOG ist 
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jedoch begrenzt. Zum Beispiel erzielte ein thermophiler anaerober Reaktor während der 
Klärung von Prozessabwässern mit hoher FOG-Belastung der industriellen 
Wollreinigung nur eine CSB-Abnahme von ungefähr 40% bei einer HRT von 10 Tagen 
(Spione 1986). 
Beispiele für aerobe Reaktoren 
Wakelin und Forster (1998) beschreiben die Leistung eines Bioreaktors, „weir tank 
reactor“, für die Behandlung von Schnellimbissabwässern mit einer organischen 
Belastungsrate (OLR) von 5 kg * m-3 Abwassers * Tag-1. Es handelt sich um ein 
Zweikammersystem, bestehend aus einem belüfteten Kompartiment, aus dem das 
Abwasser in die Hauptkammer gepumpt wurde, diese Hauptkammer stand wiederum 
durch einen Überlauf mit der ersten Kammer in Verbindung. Dieser Reaktor erzielte 
einen hohen Abbau des FOG (84-96%), unabhängig vom mikrobiologischen Inokulum, 
der FOG-Quelle oder der Alkalinität (niedrig oder hoch) des Wassers [Designed by 
VBL; UK Patent Application Number, 9321712.3]. 
Der Gebrauch eines Biofilm-Sandfiltersystems wird von El-Masry et al. (2004) 
beschrieben. Dieses System war in der Lage, das stark mit Öl belastete Abwasser, 
(FOG, 682 mg/L; BSB5, 582 mg/L; CSB, 873 mg/L) zu reinigen. Die 
Leistungsfähigkeit bezüglich des Abbaus von FOG durch diese Biofilm-
Sandfiltereinheit betrug 100% bei 50 mL/h Strömungsgeschwindigkeit. 
Weiterhin wurde SBR-Reaktoren erfolgreich zur Behandlung kommunaler und 
industrieller Abwässer eingesetzt. Sie wiesen sich durch hohe Abbauleistung und 
ausgezeichnete Ablaufwerte aus (Alleman et al. 1979; Ketchum et al. 1979). 
5.5 Biostimulation, Bioaugmentation und Biofacilitation 
Die Biostimulation4 ist ein Verfahren, in welchem die Umweltbedingungen eines 
Kompartimentes so verändert werden, dass es das Wachstum zur Biodegradation 
befähigter autochthoner Mikroorganismen fördert. Bei der Bioaugmentation werden 
hingegen spezielle Mikroorganismen (natürlich oder evt. genetisch verändert) zur 
Bioremediation oder zur Abwasserbehandlung eingesetzt, um die Biodegradation 
                                                 
4
 Hierunter fällt jeder Prozess der zu einer Steigerung biologischer Abbauraten von Substanzen führt. 
Gewöhnlich werden Nährstoffe, Sauerstoff, Elektronenakzeptoren und –donoren eingesetzt, um die 
Anzahl indigener Mikroorganismen, befähigt der Kontaminationseliminierung, zu erhöhen (Gallizia et al. 
2004; Malina et al. 2007). 
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organischer Substanzen zu verbessern (Huban et al. 1997; Van Limbergen et al. 1998; 
Timmis et al. 1999). 
5.5.1 Methoden zur Steigerung der Biodegradation von Lipiden 
Bioaugmentationsverfahren könnten auf verschiedene Weise die Abwasserbehandlung, 
entweder durch die Aktivität addierter Mikroben oder nach Übertragung der für den 
Abbau verantwortlichen Plasmide auf den Belebtschlamm, verbessern 
(Horizontaltransfer) (Pieper et al. 2000). 
Bioaugmentationsstrategien, wie die Verwendung von Mikroorganismen mit hoher 
Abbaukapazität in Bezug auf bestimmte Substanzen, können die Leistung einer 
biologischen Kläranlage steigern (Huban et al. 1997; Van Limbergen et al. 1998; 
Timmis et al. 1999). 
Hinsichtlich des biologischen Abbaus von Lipiden im Abwasser kann zwischen 
Bioaugmentation und Biofacilitation unterschieden werden (Keenan et al. 2000): 
(1) Einsatz entwicklungsfähiger Mikroorganismen (Bioaugmentation) 
A) Stimulation autochthoner Mikroorganismen 
B) Verwendung spezieller Mikroorganismen 
(2) Einsatz von Enzympräparaten, um den FOG-Abbau zu erleichtern 
(„Biofacilitation“) 
Der Einsatz reiner Enzympräparate ist für den biologischen Abbau von FOG wenig 
attraktiv. Er steigert zwar einerseits die Hydrolyserate der Lipide zu Fettsäuren und 
Glycerin (Goddard et al. 1987; Garcia et al. 1992; Goto et al. 1992; Paiva et al. 2000), 
jedoch können die freigesetzte Fettsäuren kolloidale Partikel bilden und sich bei einer 
Änderung der Umgebungsparameter im Klärsystem als Niederschlag absetzen (z.B. 
Änderungen von pH-Werten, Temperatur, Salzkonzentration, etc.), anhäufen und ein 
Verstopfen des Systems bis hin zum Prozessausfall (Chao et al. 1981) verursachen. 
Folglich liefert der Einsatz von Enzymen nur eine teilweise Lösung des Problems, denn 
die weitere Degradation der gespaltenen Öle und Fette kann nur über cofaktorabhängige 
Enzyme (z.B. Acyl-CoA-Dehydrogenase, β-Hydroxylacyl-CoA-Dehydrogenase) 
stattfinden. 
Weiterhin ist fraglich, welchen Einfluss die Formulierung der addierten 
Enzympräparate auf den Degradationsprozess hat. Als Pulver verwendet und im 
Verfahren suspendiert eingesetzt könnten die Enzyme dem System durch Auswaschung 
5 Theoretische Grundlagen und Zielsetzung 
 
 38 
verlorengehen. Eine Rückgewinnung der Enzyme aus dem abfließenden Abwasserstrom 
wäre nicht nur schwierig, sondern zudem sehr kostenintensiv. Daher böte sich eine 
Immobilisierung der Enzyme an. Immobilisierte Enzyme können mit geeigneter 
Verfahrenstechnik (z.B. Festbett oder Membranfiltration) im System länger verweilen. 
Diese längere Verweilzeit würde dann wahrscheinlich auch bei wechselnden 
Umweltbedingungen zur Verbesserung der Fetthydrolyse führen (Goddard et al. 1987; 
Garcia et al. 1992; Goto et al. 1992). Jedoch könnte durch die Immobilisierung der 
Lipasen deren hydrolytische Aktivität herabgesetzt werden. Trotz dieser Möglichkeiten 
ist der Einsatz immobilisierter Enzyme für die Abwasseraufbereitung wegen zu hoher 
Kosten der Enzyme und des Immobilisierungsverfahrens nicht attraktiv. Lediglich bei 
der Biogasgewinnung im Faulturm werden dem Faulschlamm Lipasen beigemengt. 
Der Einsatz von entwicklungsfähigen Mikroorganismen ist für die 
Abwasserbehandlung wesentlich attraktiver, weil sie selbst in der Lage sind, 
hydrolytische Enzyme zu produzieren und das Hydrolysat bis zu Kohlendioxyd und 
Wasser biologisch abzubauen (Maloy et al. 1981; Ratledge 1992; Wakelin et al. 1997). 
Wie in der Tabelle 5.2 gezeigt, kann der Gebrauch von geeigneten Mikroorganismen 
den Abbau der Lipide im Abwasser erheblich verbessern. 
In anderen Studien zeigten Pieper und Reineke (2000), dass eine Adaptierung der 
Mikroorganismen (z.B. Deinococcus radiodurans fähig unter hoher Strahlenbelastung 
Toluen zu oxidieren) oder der Einsatz rekombinanter Stämme die Biodegradation 
biogener oder xenobiotischer organischer Substanzen erhöhen können, z. B. wurde 
Comamonas testosteroni Stamm VP44 befähigt, 2- und 4-Chlorobiphenyl zu 
dechlorieren. In diesem Kontext wurde von Mikroorganismen berichtet, die in 
Anwesenheit langkettiger Fettsäuren (Linol-, Arachidonsäure und Docosahexaensäure) 
Wachstum zeigen und in Abhängigkeit zum Kulturmedium Änderungen in der 
Physiologie (im Muster der bakteriellen Fettsäuren; Hydrophobizität der Zellmembran) 
aufwiesen (Johnsson et al. 1995; Jan et al. 2001; Steiner et al. 2001; Kankaanpaa et al. 
2004). Diese Reaktionsfähigkeit fehlt bei der Anwendung von Enzympräparaten. So 
besitzen Mikroorganismen im Vergleich zu Enzympräparaten den Vorteil der 
Adaptation und somit eine größere Toleranz gegenüber wechselnden 
Prozessbedingungen. Darüber hinaus können sie aus verfahrenstechnischer Sicht 
einfacher im System zurückgehalten werden, was die Verweilzeit erhöht und den FOG-
Abbau verbessern könnte. 
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5.5.2 Lipide als Substrat 
Viele Mikroorganismen, darunter Bakterien, Hefen und Pilze, sind in der Lage, Lipide 
als Kohlenstoff-Quelle zu nutzen. Bei Fetten und Ölen können sowohl die Glycerin-
Komponente, als auch die damit veresterten Fettsäuren verstoffwechselt werden. Der 
Lipidabbau (aerob) umfasst fünf Hauptaspekte: Hydrolyse5, Substrattransport, 
Fettsäureaktivierung, β-Oxidation und Glycolyse. 
Vor der Metabolisierung findet eine enzymatische Hydrolyse der Lipide außerhalb der 
Zellen statt. Dann erst werden die hydrolysierten Fettsäuren in die Zelle aufgenommen 
(Fuchs 1999) und ggf. katabolisch verwertet. Während der Hydrolyse spalten je nach 
Makromolekül verschiedene Enzyme Kohlenhydrate, Proteine und Lipide in respektive 
Einfachzucker, Aminosäuren und Fettsäuren. Der mikrobiologische Abbau von 
Triglyceriden beginnt bereits im extrazellularen Raum und umfasst die Spaltung der 
Triglycerid-Esterbindungen durch lipolytische, hydrolytische Enzyme (Hydrolasen) wie 
Lipasen (EC-Nummer 3.1.1.3) und Esterasen, in Fettsäuren und in Glycerin. Diese 
Enzyme werden von einer Vielzahl von Mikroorganismen, einschließlich Bakterien 
(Jaeger et al. 1994), Pilzen und Hefen (Rapp et al. 1992), produziert. Sie liegen sowohl 
frei als Exolipasen und periplasmatische Lipasen, als auch membranassoziiert vor. Die 
extrazellulär hydrolysierten Lipide werden in Form von Glycerin und Fettsäuren in die 
Zellen transportiert. Die beteiligten Rezeptorproteine sowie der Membrantransportweg 
für Fettsäuren sind bislang nicht vollständig aufgeklärt. Nach Aufnahme in die Zelle 
werden die aktivierten Fettsäuren direkt in komplexe Lipide eingebunden oder weiter 
katabolisiert (Wakelin et al. 1997) (Siehe 5.3.2 Abbau durch β-Oxidation). 
Glycerin passiert die Cytoplasmamembran durch Diffusion, oder wie bei vielen 
Mikroorganismen über Transportsysteme (facilitator). Es wird durch Phosphorylierung 
und Oxidation zu Dihydroxyaceton-Phosphat umgewandelt und in der Regel der 
Glycolyse zugeführt. 
 
 
                                                 
5
 Die Umwandlung komplexer organischer Moleküle in Mono- oder Dimere während des Abbauprozesses 
wird als Hydrolyseschritt bezeichnet. Sie erhöht die Löslichkeit und führt zu einer Verkleinerung der im 
FOG enthaltenen Makromoleküle. 
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Lipasen – Funktion, Synthese, Transport 
In den letzten Jahren widmete die Wissenschaft sich mit steigendem Interesse den 
mikrobiellen Lipasen. Gründe für das gesteigerte Interesse liegen in der praktischen 
Anwendung von Lipasen in vielen Bereichen der Industrie (z.B. Fetthydrolyse, 
Nahrungsergänzungsmittel, Biokraftstoffproduktion) (Björkling et al. 1991; Malcata 
1996). 
Lipasen können je nach Spezies ein hohes Maß an Substratspezifität aufweisen 
(Shimada et al. 1992). Sie katalysieren regiospezifisch und/oder bevorzugen die 
Abspaltung von Fettsäuren bestimmter Längen (enatiomerspezifisch). Oft werden die an 
den beiden äußeren C-Atomen (sn-1 bzw. sn-3) positionierten Fettsäuren leichter 
abgespalten als die Fettsäuren der Mittelposition (sn-2). Jedoch zeigen die meisten 
Lipasen keine Substratspezifität und katalysieren die Fettspaltung von Mono-, Di- und 
Triglyceriden unterschiedlicher Fettsäuremuster. 
Lipasen sind grenzflächenaktiv und besitzen spezielle Strukturen, sogenannte lid’s oder 
flap’s, die mittels 3D-Strukturanalyse des Enzyms mit und ohne Substratbindung 
hergeleitet werden konnten (Brady et al. 1990; Winkler et al. 1990; Brzozowski et al. 
1991; Van Tilbeurgh et al. 1993; Grochulski et al. 1994; Grochulski et al. 1994 ). 
Diese Strukturen sind bewegliche Oligopeptideinheiten, die den Zugang zum aktiven 
Zentrum blockieren. Sie öffnen sich in Gegenwart hydrophober Grenzflächen durch 
Konformationsänderungen und geben den Zugang zum aktiven Zentrum frei. Im 
Englischen wird dieser Vorgang als „interfacial activation“ bezeichnet (Verger 1997). 
Das „interfacial activation“ führt zu einer anormalen Enzymkinetik, da in erster Linie 
die Phasengrenzfläche, nicht die Substratkonzentration, die Geschwindigkeit der 
Reaktion bestimmt. Nicht nur die Grenzfläche zwischen Lipid und Medium beeinflusst 
die Lipaseaktivität, auch im Medium enthaltene Partikel wirken auf die Hydrolyse ein. 
Die Kinetik der reversiblen Hydrolyse hängt dabei von Faktoren, wie der Größe des 
Enzyms und dem Oberfläche/Volumen-Verhältnis der Partikel ab (Gujer et al. 1983). 
Sanders (2001) erforschte die Hydrolyserate von Tripalmitin und anderen neutralen 
Lipiden. Indem er den Effekt der physikalischen Eigenschaften von Partikeln auf die 
enzymatische Aktivität von Lipasen studierte, konnte er zeigen, dass der Mechanismus 
der Hydrolyse stark mit der Oberflächenbeschaffenheit der Partikel korreliert. Neben 
Grenz- und Oberflächeneigenschaften nehmen verschiedene Substrate je nach 
Organismus unterschiedlichen Einfluss auf Transport, Synthese und Aktivität der 
Lipasen. 
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Faktoren, die den Transport der Lipasen beeinflussen, wurden nur für einige wenige 
Spezies untersucht (Holland et al. 2005; Angkawidjaja et al. 2006). 
Dies gilt auch für die Aufklärung der Lipasesynthese. Für Pseudomonas sp. fand man 
zum Beispiel heraus, dass die Lipaseproduktion von Triglyceriden und Detergentien 
induziert werden kann, es aber zu keiner Repression durch Glucose oder Glycerol 
kommt, wohingegen langkettige Fettsäuren (Ölsäure) die Lipaseproduktion stark 
inhibieren (Gilbert et al. 1991; Chartrain et al. 1993; Marcin et al. 1993). 
In Pilzen wirken Fettsäuren induzierend auf die Lipase-Synthese. In Spezies wie 
Aspergillus (Pokorny et al. 1994; Long et al. 1996) oder Rhizopus (Nahas 1988; Salleh 
et al. 1993) ist die Lipaseproduktion konstitutiv. 
Für Hefen wie Canadida rugosa ist bekannt, dass Glucose einen Einfluss auf die 
Synthese der Lipase hat. Chang et al. (1994) berichteten, dass es trotz der Anwesenheit 
von Glucose zur Lipaseproduktion in Vollnährmedien kommt. Wohingegen Valero et 
al. (1991) zeigen konnten, dass die Lipasesynthese in Candida sensitiv für Glucose ist. 
Die Arbeiten von Dalmau et al. (2000) konnten für Canadida rugosa zeigen, dass zur 
Produktion signifikanter Mengen Lipase, lipidische Substanzen oder deren Metabolite 
(z.B. Fettsäuren) nötig waren sowie Glucose als Inhibitor wirkt. 
Lipasen können durch Alkohole, die als Nebenprodukte der Hydrolyse entstehen, 
denaturiert werden. Hanaki, Matsuo und Nagase (1981) beobachteten, dass Fettsäuren, 
die durch chemische Hydrolyse von neutralen Fetten freigesetzt wurden (4.0 g/L 
Vollmilch) sowohl die β-Oxidation als auch die Methanproduktion hemmten, obgleich 
neutrales Fett selbst nicht durch die enzymatische Aktivität zerstört werden konnte. 
Auch Glycerin zeigte z.B. bei der Biodieselherstellung negative Effekte auf die 
Lipaseaktivität, da es stark an der Oberfläche der Lipasen adsorbierte (Yuanyan et al. 
2003). 
Aktivierung der Fettsäure und Abbau durch β-Oxidation 
Sowohl die Fettsynthese (Lipogenese), also auch der Abbau von Fetten findet 
schrittweise statt. Der wichtigste Mechanismus des Fettsäureabbaus ist die β-Oxidation, 
mit deren Hilfe langkettige Fettsäuren zu kurzkettigen Fettsäuren sowie überwiegend zu 
Acetat und H-Redoxequivalenten abgebaut werden. 
Fettsäure-Acyl-CoA  + FAD  + NAD+ + HS-CoA  
 Fettsäure-Acyl-CoA (2 C kürzer) + FADH2 + NADH + H+ + Acetyl-CoA 
5 Theoretische Grundlagen und Zielsetzung 
 
 42 
Fettsäuren werden bereits unmittelbar nach dem Transport in die Zelle durch Acyl-
CoA-Synthetasen unter ATP-Verbrauch aktiviert: 
CH3(CH2)nCOOH + ATP   Acyladenylat + PPi 
PPi   2 Pi 
Acyladenylat + HS-CoA   CH3(CH2)nCO~SCoA + AMP 
CH3(CH2)nCOOH + CoA-SH + ATP  CH3(CH2)nCO~SCoA + AMP + 2Pi 
Es sind diverse Acyl-CoA-Synthetasen (EC 6.2.1.x) bekannt, die unterschiedliche 
Aktivität je nach Länge der Kohlenstoffketten der Substrat-Fettsäure zeigen. Nach ihrer 
Spezifität richtet sich auch ihre Benennung, z.B. aktiviert die Acetyl-CoASynthetase 
C2- und C3-Fettsäuren, die Octanoyl-CoA-Synthetase aktiviert Fettsäuren mit 4 bis 12 
C-Atomen, und die Substrate der Dodecanoyl-CoA-Synthetase sind Fettsäuren mit 10 
bis 18 C-Atomen (Fuchs 1999). 
Die Degradation mit CoenzymA aktivierter Fettsäuren (kurz: Acyl-CoA) wird als β-
Oxidation bezeichnet. Es handelt sich dabei um einen zyklischen Prozess, durch den die 
Fettsäuren schrittweise vom Carboxylende her abgebaut werden. Ein Zyklus gliedert 
sich in vier Schritte (siehe unteres Reaktionsschema): Oxidation (1), Hydratisierung (2), 
Oxidation (3) und Thiolyse (4). Beim Durchlaufen eines Zyklus werden zwei 
Kohlenstoffatome in Form von Acetyl-CoA abgespalten und das Kohlenstoffatom der 
Position 3, das β-C-Atom, oxidiert (Novak et al. 1970). 
 
Das gebildete Acetyl-CoA kann zum weiteren Abbau in den Citrat-Zyklus einfließen 
oder zur Synthese von Ketokörpern dienen. Die Redox-Equivalente FADH2 und 
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NADH+H+ werden der Atmungskette zugeführt. Dort kann aus diesen Äquivalenten 
durch Elektronentransportphosphorylierung ATP regeneriert werden. 
Fettsäuren mit einer geraden Anzahl an C-Atomen, wie sie in der Natur überwiegend 
vorkommen, können durch β-Oxidation vollständig zu Acetyl-CoA abgebaut werden. 
Die β-Oxidation von Fettsäuren mit einer ungeraden Zahl an C-Atomen führt zu einer 
C3- Verbindung, z.B. Propionyl-CoA, die auf einem alternativen Stoffwechselweg 
metabolisiert wird. 
Neben der β-Oxidation kann der Fettsäurekatabolismus auch über die selteneren 
Abbauwege der α-Oxidation und ω-Oxidation erfolgen. Der Abbau einiger 
ungradzahliger und verzweigtkettiger Fettsäuren findet über die α-Oxidation statt. 
Andere verzweigtkettige Fettsäuren werden über Stoffwechselwege metabolisiert, die 
von denen der verzweigtkettigen Aminosäuren abstammen. Bei der α-Oxidation werden 
die Fettsäuren unter Bildung eines Aldehyds decarboxyliert. Der entstandene Aldehyd 
wird zu einem Fettalkohol reduziert oder zu einer Fettsäure oxidiert. Diese um ein C-
Atom kürzere Fettsäure kann erneut decarboxyliert werden. Die ω-Oxidation gliedert 
sich in zwei Schritte. Zunächst wird das ω-C-Atom der Fettsäure unter Sauerstoff- und 
NADPH-Verbrauch hydroxyliert, dann wird die entstandene Hydroxyfettsäure zu einer 
Dicarbonsäure oxidiert (Cox et al. 2004). 
Ist die Funktion der an dem Prozess beteiligten Enzyme wegen genetischer Defekte 
blockiert, können entsprechende Kettenlängen abhängige Abbaustörungen (MCAD-
Defekt6, LCHAD-Defekt7) auftreten. 
Vergleich der biologischen Abbaubarkeit unterschiedlicher Lipide 
Es ist bekannt, dass die Biodegradationswege aller gesättigten langkettigen Fettsäuren 
(C12 und länger) identisch sind (β-Oxidation) (Maloy et al. 1981; Ratledge 1992). 
Folglich können die Unterschiede bezüglich der Abbauraten langkettiger freier 
Fettsäuren (Novak et al. 1973) hauptsächlich ihrer Löslichkeit zugeschrieben werden. 
So ist z.B. Myristinsäure besser löslich als Palmitin- oder Stearinsäure (Swern 1979). 
Bereits Loehr und Roth (1968) berichteten, dass sich die biologische Abbaubarkeit 
langkettiger Fettsäuren mit abnehmender Kettenlänge und zunehmendem Grad an 
Ungesättigtheit erhöht. 
                                                 
6
 Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase 
7
 Long-Chain 3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase 
5 Theoretische Grundlagen und Zielsetzung 
 
 44 
Dieses war zu erwarten, da folgende Faktoren die Biodegradation organischer Materie 
grundsätzlich beeinflussen (Alexander 1999): 
• molekulare Struktur der Materie 
• Löslichkeit des Substrats im wässrigen Medium 
Indirekter Einfluss wie durch: 
• Umweltfaktoren (pH-Wert, Temperatur, Nährstoffen, Elektronenakzeptoren und 
Sauerstoffverfügbarkeit). 
Erhan und Kleiman (1997) erforschten die biologische Abbaubarkeit von Lipiden und 
Fettsäuren unter aeroben Bedingungen. Sie untersuchten den Abbau von Sojaöl, 
Meadowfoam-Öl8 (Limnanthes alba) und deren Fettsäuren sowie den Abbau von 
Ölsäure durch Kulturen von Penicillium verucosum, Mucor acenosus und 
Enterobacterium aerogens. Sie berichteten, dass die Biodegradation dieser Substrate 
verhältnismäßig schnell stattfand, sofern die Substratkonzentration geringer als 2% 
(v/v) war. 
Wie in Tabelle 5.2 gezeigt, war der Abbau von Estoliden der Erucasäure (Polyester von 
hochmolekularen Hydroxysäuren, die untereinander verknüpft sind) und Meadowfoam-
Öl, sowie deren Fettsäuren, schwächer als der Abbau von Ölsäure oder Sojaöl. Die 
Biodegradationsrate konnte aber durch Verlängerung der Aufenthaltszeit im Reaktor 
gesteigert werden. Diese Resultate zeigen, dass die biologische Abbaubarkeit der Lipide 
durch die Eigenschaften ihrer Bestandteile unterschiedlich stark begrenzt wird. 
Tabelle 5.2 Abbauraten von Sojaöl, Meadowfoam-Öl, Ölsäure und Erucasäure Estolide (Erhan et 
al. 1997) 
 
Novak und Klaus (1973) bestimmten Substratnutzungsraten der Fettsäuren Myristin-, 
Tetradecen-, Palmitin-, Hexadecen-, Stearin-, Ölsäure-, Linolinsäure und Linolensäure 
                                                 
8 eine Pflanze, deren Extrakt (Öl) die Feuchtigkeitsaufnahme der Haut verbessert und deshalb Produkten für 
trockene Haut und Augenpflegen beigesetzt wird 
Substrat
Tag 3 Tag 5 Tag 10
Ölsäure 97 98 99
Sojaöl 87 97 99
Meadow Foam Öl / FA 78 86 97
Meadow Foam Öl 75 81 88
Erucasäure Estolide 30 43 57
Abbaurate [%]
5 Theoretische Grundlagen und Zielsetzung 
 
 45 
von Belebtschlamm. Die Substratkonzentration der Fettsäuren (als Natriumsalze) 
variierte bis max. 300 mg/L. Sie fanden heraus, dass die maximale Abbaurate 
gesättigter C16:0 und C18:0 Fettsäuren niedriger war als die der ungesättigten Fettsäuren 
mit gleicher Kettenlänge, wie in Tabelle 5.3 ersichtlich. 
Tabelle 5.3 Kinetikkonstanten für LCFA im Vergleich zu anderen Substraten (Novak et al. 1973); 
k1 = Substratnutzungskonstante “Erster Ordnung” 
 
Die Substratnutzungsrate von Myristinsäure (C14:0) war der Rate ihrer ungesättigten 
Fettsäure ähnlich. Die niedrige Substratnutzungsrate langkettiger Fettsäuren war zu 
erwarten, da bereits berichtet wurde, dass diese Fettsäuren auch nach Durchlauf einer 
biologischen Klärstufe im Abwasser noch detektiert werden konnten (Quéméneur et al. 
1994; Dignac et al. 2000). 
Bereits Peil und Gaudy (1971) stellten Nutzungsraten verschiedener Substrate 
einschließlich Zucker und Aminosäuren unter ähnlichen experimentellen Bedingungen 
wie von Novak und Klaus (1973) berichtet fest. Ein Vergleich der Resultate dieser 
Autoren wird in Tabelle 5.3 dokumentiert. Es wird deutlich, dass für ungesättigte und 
gesättigte Fettsäuren Abbauraten ermittelt wurden, die zehn bis hundertmal niedriger 
sind, als für Substanzen wie Glucose, wie sie von Peil und Gaudy (1971) ermittelt 
wurden. Dies zeigt, dass der Lipidabbau durch Mikroorganismen weniger leicht 
stattfindet als der Abbau von Zucker und Aminosäuren. 
Effekt der Mikroorganismenspezies auf die Biodegradation von Lipiden 
Obwohl Lipide biogenischen Ursprungs sind, deuten ihre unterschiedlichen Strukturen 
und ihre Löslichkeit an, dass es schwierig sein kann, die Enzyme zu induzieren (sofern 
nötig, wenn nicht konstitutiv), die für ihren Abbau erforderlich sind. Keenan und 
Sabelnikov (Keenan et al. 2000) erforschten die Biodegradation von Mais-, Oliven- und 
Fettsäuren als Kinetikkonstanten Zucker und andere Kinetikkonstanten
Substrat [k,h-1] Substrate [k,h-1]
Myristinsäure C14:0 0,0341 Glucose 0,49
Palmitinsäure C16:0 0,0071 Lactose 0,53
Stearinsäure C18:0 0,0052 Sucrose 0,55
Myristoleinsäure C14:1 0,0420 Acetat 0,36
Palmitoleinsäure C16:1 0,0453 Propansäure 0,38
Ölsäure C18:1 0,0440 Abwasser 0,49
Linolsäure C18:2 0,0341
Linolensäure C18:3 0,0300
k1 [ -1] k1 [ -  
(Substratgemisch!) 
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Sonnenblumenöl, sowie von Ölabfällen von Gaststätten durch diverse Bakterienstämme 
(Acinetobacter sp., Rhodococcus sp. und Caseobacter sp.). Diese wurden aus 
verschiedenen Umweltkompartimenten isoliert und besaßen die Fähigkeit, auf 
Pflanzenöl und Abfallfett zu wachsen. Zudem wurden spezifisch für den Lipidabbau 
veränderte Bakterien, die kommerziell erhältlich sind, getestet. Sie fanden heraus, dass 
für alle Bakterienstämme, ob natürlich oder verändert, ein Wachstum auf Maisöl und 
Ölabfällen eher möglich ist als auf Oliven- oder Sonnenblumenöl. Vermutlich war 
dieses Wachstum aufgrund zusätzlicher Nährstoffe in Maisöl oder Ölabfällen besser 
möglich, oder wurde durch wachstumshemmende Substanzen, z.B. Phenole, 
unterbunden. 
Außerdem konnten, wie in Tabelle 5.4 gezeigt, Caseobacter sp. und der kommerzielle 
Stamm S9004C nicht auf Olivenöl wachsen. Wakelin und Forster (Wakelin et al. 1997) 
berichteten von ähnlichen Resultaten. Sie sagten, dass Acinetobacter sp. (0,41 g/g; 
Biomasse/FOG), im Vergleich zu anderen getesteten Bakterien (Rhodococcus rubra, 
0,26 g/g; Nocardia amarae, 0,36 g/g; Microthrix parvicella, 0,35 g/g) der 
leistungsfähigste Stamm gemessen an der Biomasseproduktion aus Lipiden, war. 
Jedoch konnte sogar Acinetobacter sp. den Gehalt an Lipiden im Abwasser nicht auf 
Werte unter 0,1 g FOG/L senken. Ausgehend von einem Lipidgehalt von 1,5 g/L erzielt 
Acinetobacter sp. die niedrigsten Werte, so z.B. für Maisöl 0,305 g/L und 0,267 g/L für 
FOG. 
Tabelle 5.4 Pflanzenöl als Kohlenstoffquelle für mikrobiologisches Wachstum (Wakelin und 
Forster 1997); S700C und S9004C sind Mischkulturen; Abfallfett (FOG) wurde von 
einer Gaststätte bezogen (nicht charakterisiert); nb = nicht beschrieben 
 
Interessanterweise berichteten Keenan und Sabelnikov (2000), dass Mikroorganismen 
auf ungereinigten Ölen besser wuchsen als auf raffinierten. Um diesen Sachverhalt zu 
Bakterien Öl aus Mais Oliven
Sonnen-
blumen
Flachs-
samen
Kokos-
nuss
Raps-
samen FOG
2,8 1,48 1,42 nb nb nb 2,49
2,81 2,48 nb 2,55 3,25 3,5 2,06
1,17 0 0,25 nb nb nb 3,1
0,4 0,51 nb 0,32 0,25 0,44 2,4
0,52 0,88 nb 1,08 1,31 1,5 0,52
1,68 0,13 0 nb nb nb 0,97
1,1 1,61 nb 0,52 1,09 1,12 0,38
1,88 0,66 1,32 nb nb nb 2,75
3,36 0 0,71 nb nb nb 0,92
Pflanzenöle und Abfallfett (FOG) als Substrat
S700C
S9004C
Microthrix parvicella
Norcadia amarae
Rhodococcus sp.
Rhodococcus sp.
Biomasseproduktion [g/L]
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Caseobacter sp.
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erklären, spekulierten sie, dass die benutzten raffinierten Ölproben 
Konservierungsmittel oder andere Mittel enthalten haben konnten, die das Wachstum 
begrenzten oder verhinderten, denn in Experimenten mit ungereinigtem 
Sonnenblumenöl konnte für alle Stämme ein gutes Wachstum beobachtet werden. Eine 
andere mögliche Erklärung für das bessere Wachstum der Mikroorganismen auf 
ungereinigtem statt auf raffiniertem Öl ist, dass ungereinigtes Öl hilfreiche Nährstoffe 
(Lecithin) enthält, die durch die Raffination entfernt wurden. Zudem konnte gezeigt 
werden, das Lecithin einen positiven Effekt auf die Vitalität von Lactobacillus, 
Bifidobacterium und Lactococcus lactis haben kann (Donthidi et al. 2009). 
5.5.3 Mikroorganismen zur Steigerung des Abbaus von Abfallfett 
Innerhalb der letzten Jahre hat eine Reihe von Produkten zur Behandlung von 
fetthaltigen Abwässern den kommerziellen Markt erreicht. Hauptabsatzmärkte dieser 
Produkte sind neben den asiatischen und ostasiatischen Märkten der US-amerikanische 
Markt. In den USA werden mikrobiologische Produkte bereits in Fettabscheidern 
eingesetzt, um die Entleerungsintervalle und somit die Standzeiten zu verlängern. In 
Deutschland werden diese Präparate nur vereinzelt verwendet, meist in kommunalen 
Kläranlagen. Ihre Verfügbarkeit ist aufgrund des „World Wide Web“ stark gestiegen. 
Mit Hilfe der Online-Bestellung stehen der weltweiten Vermarktung kaum noch 
Hindernisse im Weg. Verschärfungen von Transportregelungen und 
Einfuhrbestimmungen für Mikroorganismen könnten im Zuge der Antiterrorgesetzte die 
Vermarktung allerdings bremsen. 
Die meisten dieser Produkte bestehen aus Mikroorganismenmischkulturen, die zudem 
mit Enzymen, Detergenzien und/oder Nährstoffen (u.a. Ammonium-Nitrate (NH4-NO3 
mit 34% (w/w) Stickstoffanteil im Molekül), angereichert sein können (Wakelin et al. 
1998; Ferrari et al. 2002), um Fettspaltung, Löslichkeit und C/N-Verhaltnis zu erhöhen 
und somit den biologischen Abbau zu fördern. 
Die verwendeten Mikroorganismen sollten die folgenden Kriterien erfüllen: 
(i) Fähigkeit zum Abbau der Zielsubstanz unter in-situ Bedingungen, 
(ii) Persistent nach Beimpfung (Umgebungsparameter) 
(iii) Konkurrenzfähig zur autochthonen Mikroflora, komplementärer und/oder 
synergider Abbau eines Abwassertyps bzw. einer spezifischen Substanz (Yu et 
al. 2002). 
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Tabelle 5.5 Auswahl einiger Produkte zur Behandlung fetthaltiger Abwässer 
Präparat Firma Beschreibung des Präparates 
ALKEN CLEAR FLO 
4000, 4000C, 4003… ALKEN MURRAY CORP. 
Bakterien (Bacillus sp.), Tenside; Nitrat und 
Phosphat in verschiedenen Verhältnissen 
BI-CHEM® 1003FG Sybron Biochemical Verschiedene Bacillus sp. 
Bio-Clean Houk Aerobic Systems natürliche Bakterien und Enzyme 
BioCLEAR-100 Metco Tech 8 hoch spezialisierte Bakterienstämme (4 Haupt-, 4 Nebenstämme) 
Biocult Bio-System, Bi-Utec spezialisierte Mikroorganismen 
BioFORCE™ Pulver, 
Granula, 
Flüssigkonzentrat, Block 
Chempace Enzyme, hoch spezialisierte Bakterien 
Bio-Jet Origin Jetters Bakterien 
Drain Maintain Tri Synergy Inc. Bakterien (evt. Enzyme, da bei verschiedenen 
anderen Produkten angegeben) 
Dyna-ZYME Dynachem Water Treatment Bakterien 
EC-220  EcoChem Mikroorganismen, Nährstoffe, Stimulanzien 
F-Microbes geändert in 
BLEND C and C+ und 
BCCB™ 
Alabaster Corporation Mikroorganismen, Nährstoffe, Enzyme 
Grease Biodigest Envirogenesis Inc. selektierte Bakterienstämme, Enzyme 
GT-MAX; Grease Trap 
Treatment; Trapsack-
GTT 
RoeTech; Roebic 
Laboratories 
Bacillus macerans (ATCC 202132), Bacillus 
amyloliquefaciens (ATCC 202133, 202134), 
Bacillus macerans (ATCC 202135), Bacillus 
pumilus (ATCC 202136), Bacillus subtilis (ATCC 
202137, 202138, 202139) 
LIPOBAC Ingenieurbüro Ihlo& Smit Bakterienmischkultur 
Maintain L American Biosystems Inc. 
Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis (2 Stämme), 
Bacillus megaterium, Bacillus polymxa, Bacillus 
licheniformis     Nährstoff: Weizenkleie 
Pro-Pump (inkl. 
MICROBE-LIFT) EcoLab mehrere Bakterienspecies 
Super Bio WT 
Restaurant 
Vertrieb: Nature's 
Technology Inc. Hersteller: 
Ag-Technology Inc. 
Bakterien: Bacillus sp., Pseudomonas sp., 
Azotobacter sp., Azospirillum, Rhizobium, 
bodenstämmige Cyanobakterien 
Diverse Studien wurden zur Bioaugmentation und Biodegradation von FOG 
unternommen. Dabei fanden einige Wissenschaftler heraus, dass kein signifikanter 
Unterschied in der FOG-Abbauleistung zwischen natürlich akklimatisiertem 
Belebtschlamm und den Bioaugmentationsverfahren (Mendoza-Espinoza et al. 1996; 
Wakelin et al. 1997) messbar war. Andererseits wurde von Huban und Plowman (1997), 
Keenan und Sabelnikov (2000), Loukidou und Zouboulis (2001), Tisinger und Drakos 
5 Theoretische Grundlagen und Zielsetzung 
 
 49 
(1996) sowie Zouboulis et al. (2001) berichten, dass verschiedene 
Bioaugmentationssysteme zur erfolgreichen Biodegradation von FOG führen können. 
Loperena et al. (2007) untersuchten ein kommerzielles Produkt mit dem Namen 
„Sybron Bi-Chem 1003FG“ von der Firma „Sybron Biochemical“ mit Sitz in 
Birmingham, NJ, USA. Hier zeigte der Vergleich zum Belebtschlamm, dass es durch 
Einsatz des Präparats (Bacillus sp.) kaum Vorteile im Abbau erzielt werden konnten. 
Andere Studien beschreiben ähnliche Resultate mit vergleichbar schwachen 
Abbauleistungen. Sie weisen auf die Notwendigkeit der periodischen Zudosierung 
ausreichender Mikroorganismenmengen hin, damit ein zufriedenstellender, ausreichend 
hoher FOG-Abbau im Abwasserbehandlungssystem stattfinden kann (Abeysinghe et al. 
2002, Babcock et al. 1992, Boon et al. 2000, Keenan und Sabelnikov 2000). 
Ein von Wakelin und Forster (1997) untersuchtes Präparat war fähig, in 
kontinuierlichen Kulturen sowohl im Molkereiabwasser, als auch im Modellabwasser 
zu wachsen, es konnten sich jedoch wie bei Loperena et al. (2007) produktfremde 
Mikroorganismen etablieren und sogar in späteren Versuchsphasen dominieren. Beide 
Studien verdeutlichen die Problematik der systemfremden Mikroorganismen, sich im 
System zu etablieren und gegenüber autochthonen Organismen sich durchsetzten zu 
können. 
Wiederum schlagen andere Forschergruppen den Einsatz unterschiedlicher 
Verfahrenstechnologien vor. Von Keenan und Sabelnikov (2000) wird z.B. ein 
biologischer Filter vorgeschlagen, der am Ausgang des Reaktionsbehälters angebracht 
wird. Quan et al. (2003) empfiehlt die Immobilisierung einer spezialisierten 
Mischkultur. Beide Methoden haben eine Maximierung der Mikroorganismenretention 
zum Ziel. So konnte von Cirja et al. (2009) gezeigt werden, dass durch 
Membranbioreaktoren die Aufenthaltszeit der zur Bioaugmentation eingesetzten 
Mikroorganismen (Sphingomonas sp. Stamm TTNP3) verlängert und die zu 
degradierenden Substanzen besser eliminiert wurden. 
5.5.4 Vor- und Nachteile verschiedener Mikroorganismen 
Diverse Mikroorganismen sind für die Behandlung fetthaltiger Gaststättenabwässer und 
anderer Abwässer getestet worden (Barnes et al. 1984; Ansenne et al. 1992; anonym 
1993b, 1994a). Es stellte sich heraus, dass Bakterien, Pilze und Hefen, je nach Spezies, 
vorteilhafte und nachteilige Eigenschaften für den Abbau von FOG besitzen (Berg et al. 
2007). 
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Eine vorteilhafte Eigenschaft eines fettabbauenden Mikroorganismus ist die 
hydrophobe Natur des Mikroorganismus, wie sie zum Beispiel Rhodococcus rubra 
(Khan et al. 1991) und Nocardia amarae in Blackal et al. (1988, 1991) besitzen, die auf 
FOG wachsen. Mikroorganismen mit dieser Eigenschaft können vereinfacht mit 
hydrophoben Flächen oder Substraten in Kontakt treten. 
Hydrophile Kulturen wie Acinetobacter sp. nutzen das in der wässrigen Phase gelöste 
Substrat für ihr Wachstum. Trotz ihrer hydrophilen Oberfläche sind sie nicht 
benachteiligt, denn sie produzieren und exkretieren Exoenzyme, die Makromoleküle 
wie Triglyceride hydrolysieren. Das Hydrolysat wird in die Zelle aufgenommen und 
verwertet. 
Beispiele für Pilze und Hefen 
Penicilium cyclopium ist in der Lage, in hoch konzentrierten Ölmühlenabwässern 
(200 g CSB/L) aktiv zu wachsen. Ölmühlenabwasser enthält hohe Mengen aromatischer 
Substanzen (z.B. Phenol), die bekannt dafür sind, phytotoxisch und antibiotisch wirken 
zu können (Rodriguez et al. 1988; González et al. 1990). Die antibiotische Eigenschaft 
des Ölmühlenabwassers ist wegen seiner phenolischen Bestandteile bekannt. Candida 
antarctica, Rhizomucor miehei und Thermomyces lanugiosus sind in der Lage, große 
Mengen des Exo-Enzymes Lipase zu produzieren und könnten somit massiv die 
Fetthydrolyse fördern. 
Beispiele für Bakterien 
Der aerobe Abbau des FOG durch Rhodococcus ruba, Nocardia amarae und Microthrix 
parvicella als Reinkulturen wurde im Batch-Verfahren getestet. Diese Bakterien 
gehören zu den dominierenden Mikroorganismen in Belebtschlamm und in Schäumen 
belüfteter Reaktoren (Goddard et al. 1987; Blackall et al. 1988; Blackall et al. 1991). 
Der Einsatz von Acinetobacter sp. wird in einem japanischen Patent dokumentiert, das 
von Wakelin und Forster (1997) erwähnt wird. Pseudomonas sp. und Pseudomonas 
diminuta zeigten innerhalb eines Biofilm-Sandfiltersystems die höchsten 
Eliminationsraten von Öl aus Abwasser (El-Masry et al. 2004; El-Bestawy et al. 2005). 
Diese Stämme wurden aus Abwasser isoliert, das mit Fett und Öl verschmutzt war. 
Weiterhin wurden Pseudomonas sp., P. diminuta, P. pseudoalcaligenes und Escherichia 
sp. einzeln und in Kombination getestet, wie schnell und in welchem Maße sie Palmöl 
abbauen können. Die Organismen wurden bei 30°C und 150 upm für 13 Tage in einem 
synthetischen Abwasser mit 1%igen Palmölzusatz inkubiert. Alle getesteten 
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Mikroorganismen waren einzeln wie auch in Kombination in der Lage, sowohl Palmöl 
als auch dessen freie Fettsäuren als Kohlenstoffquelle zu nutzen. In besonderer 
Ausprägungung gilt die antibiotische Wirkung von aromatischen Verbindungen in 
Abwässern (Rodriguez et al. 1988; González et al. 1990) für sporenbildende Bakterien 
(Paredes et al. 1986). Über den Abwasserstrom von Gaststätten könnten 
Reinigungsmittel mit ähnlich bakterizider Wirkung in den Fettabscheider gelangen. 
Daher könnte der alleinige Einsatz von Bakterien strategisch ungünstig sein. 
Beispiele für autochthone und künstliche Mikroorganismengemeinschaften 
Die als MC1 benannte Mikroorganismengemeinschaft, die aus Fettabscheidern eines 
Schnellimbiss isoliert wurde, wird für die Behandlung fettreichen Abwassers verwendet 
(Wakelin et al. 1997). Zudem könnte Belebtschlamm für den Fettabbau verwendet 
werden (Wakelin et al. 1997). Pseudomonas sp., P. diminuta, P. pseudoalcaligenes und 
Escherichia sp. sind Mitglieder einer isolierten Mikroorganismengemeinschaft aus mit 
Fett und Öl verschmutztem Abwasser. Sie besitzen die Fähigkeit FOG abzubauen und 
wurden teils von Sneath et al. (1986; 1989) und Bergey (2008) identifiziert. Von El-
Bestawy, El-Masry und El-Adl (2005) wurde über verschiedene Mischkulturen 
berichtet, die in der Lage waren, FOG abzubauen. Sie untersuchten Mischkulturen 
verschiedener Konstellationen. Eine Mischkultur aus Pseudomonas sp. und P. diminuta 
zeigte im Vergleich die höchste CSB-Eliminierung mit 93% (von 456 mg/L auf 41 
mg/L binnen 72h) und BSB5-Eliminierung mit ca. 100% (von 70 mg/L auf < 0,1 mg/L 
binnen 72h) der zu Beginn der Inkubation gemessenen Werte. Eine weitere Mischkultur 
bestehend aus Pseudomonas sp., P. diminuta und P. pseudoalcaligenes war mit 89% 
CSB- und ca. 100% BSB-Eliminierung ähnlich wirksam. 
5.5.5 Steigerung des Abbaus durch Beeinflussung der Bioverfügbarkeit 
Der biologische Abbau von Lipiden wird vor allem durch ihre ungünstigen 
physikalisch-chemischen Eigenschaften begrenzt, so sind sie z.B. im Wasser unlöslich 
(Ralston et al. 1942). Lipide sind folglich für Mikroben nicht leicht bioverfügbar. Eine 
Erhöhung der Bioverfügbarkeit durch Steigerung der Löslichkeit sollte gleichzeitig eine 
Erhöhung der Abbaurate bewirken. 
Erhöhung der Temperatur 
Die biologische Behandlung des lipidreichen Abwassers sollte unter thermophilen 
Bedingungen, d.h. über 60°C, vorteilhafter verlaufen als z.B. unter mesophilen 
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Bedingungen (Krahe et al. 1996). Dies ist vor allem darin begründet, dass sich die 
Diffusionskonstanten und die Löslichkeit der Fettsäuren in wässrigen Medien mit 
steigender Temperatur erheblich erhöhen (Khuwijitjaru et al. 2002). Unter thermophilen 
Bedingungen werden Lipide für Mikroorganismen und lipolytische Enzyme 
zugänglicher. Diesen Sachverhalt erforschten Becker und seine Mitarbeiter (1999), 
indem sie den aeroben thermophilen Abbau von Olivenöl durch eine Reinkultur des 
Bakterienstamms Bacillus thermoleovorans IHI-91 untersuchten. Innerhalb eines 
kontinuierlich durchrührten Reaktors beobachteten sie bei einer Aufenthaltszeit von 2 h 
einen Lipidabbau von mehr als 90% der Ausgangslipidkonzentration (2 g/L). 
In weiteren Experimenten behandelte Becker et al. (1999) Abwasser aus der 
Wollreinigung (Lipidfracht von 15-20 g/L) unter aeroben Bedingungen bei 65°C mit B. 
thermoleovorans IHI-91. Der Lipidabbau betrug lediglich 20-25% bei einer 
Aufenthaltszeit von 10h. Obgleich diese Resultate mit B. thermoleovorans IHI-91 
zeigen, dass die aerobe thermophile Behandlung lipidreicher Abwässer erfolgreich 
verlaufen kann, bleibt offen, ob die Lipide, die im industriellen Abwasser vorhanden 
sind, oder gewöhnliche Lipide wie Olivenöl, durch Mikroorganismen abgebaut werden 
können. Für Becker et al. (1999) liegt die Ursache für die niedrige Lipid-Abbaurate in 
industriellen Abwässern an negativen Effekten wie der Salinität oder giftigen 
Substanzen (z.B. Phenole), die auf biologische Prozesse einwirken. 
Verseifung von Lipiden 
Eine weitere Methode, die Löslichkeit der Lipide im Abwasser zu erhöhen, ist deren 
Verseifung. Die Verseifung ist eine chemische Reaktion, in der Lipide, d.h. 
Triacylglycerin, unter alkalischen Bedingungen in Glycerin und Fettsäuren gespalten 
(hydrolysiert) und dann neutralisiert werden, sodass Seifen mit höherer Löslichkeit 
gebildet werden. 
Die Verseifung von Lipiden verbessert deren Biodegradation im Abwasser. Aber das 
Reaktionsergebnis hängt von vielen Faktoren ab, wie Temperatur und Art der zur 
Verseifung benutzten Hydroxide (Kalium- oder Natriumydroxide) (Kellel et al. 1994; 
Lefebvre et al. 1998). 
Ein deutlich nachteiliger, der Bioverfügbarkeit entgegenwirkender Effekt ist die 
Bildung von schwerlöslichen Kalkseifen. Der pKs-Wert bestimmt, welcher Anteil der 
Fettsäuren bei einem gegebenen pH-Wert als Anion in Lösung vorliegt. Wenn das 
Ionenprodukt [Fettsäureanion]2 * [Ca2+] grösser ist als das Löslichkeitsprodukt, fallen 
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Kalkseifen aus. Langkettige Fettsäuren (C14-18) zeigen ein spezielles 
Dissoziationsverhalten. Molekular gelöst haben sie einen pKs-Wert von ~ 4,7. Dieser 
pKs unterscheidet sich stark von pKs-Werten membranständiger Fettsäuren sowie von 
Fettsäuren in Aggregaten. 
In der Literatur werden pKs-Werte von 7-9 (Hauser et al. 1979; Storch et al. 1986; 
Sankaram et al. 1990) für membranständige Fettsäuren angegeben. Fettsäuren (C14-18), 
die in Konzentrationen über ihrer molekularen Löslichkeit in Wasser eingebracht 
werden, zeigen ein Phasenverhalten, wie es von Cistola et al. (1988) beschrieben wurde. 
Danach bilden Fettsäuren unter Standardbedingungen (pH ~ 7, Temp. ~25°C) und über 
ihrer Löslichkeit keine Mizellen aus, sondern liegen als Aggregate vor. Diese Aggregate 
sind je nach Phasenübergangstemperatur kristallin oder fluid. Erst bei extrem hohen pH-
Werten ist eine Mizellbildung möglich, da dann die Mehrzahl der Fettsäuremoleküle 
dissoziiert vorliegt. 
Es ist daher nicht gesichert, dass die Verseifung oder eine massive enzymatische 
Hydrolyse der Triglyceride in einer Erhöhung der Bioverfügbarkeit mündet. 
Aggregatbildung, Fällungsreaktionen und Adsorptionsprozesse können in einem 
komplexen Medium wie dem Abwasser der gewünschten Erleichterung des Lipidabbaus 
durch Spaltung entgegenwirken. Ein ausgewogenes Verhältnis von Fettspaltung, 
Spaltproduktaufnahme und –abbau sollte daher vermutlich die besten 
Biodegradationsleistungen hervorrufen. 
Lefebvre et al. (1998) benutzten Kaliumhydroxid zur Saponifikation, weil die 
Kaliumsalze der Fettsäuren löslicher sind als analoge Natriumsalze. Um Abwasser zu 
modellieren, wurden die Produkte der Verseifungsreaktion mit Wasser verdünnt, bis die 
gewünschten Lipidkonzentrationen (0-4 g/L) erreicht waren. Dieses Modellabwasser 
wurde unter aeroben Bedingungen mit Belebtschlamm inkubiert. Sie fanden heraus, 
dass Mikroorganismen auf verseiftem Lipid-Substrat exponentiell wachsen. Für eine 
Lipid- und Biomassenkonzentration von 3,5 g/L bzw. von 1,8 g MLSS/L (engl. „mixed 
liquor suspended solids“) zu Beginn der Versuche, begann ein Abbau der Lipide 
(eigentlich FA), sobald die verseiften Lipide mit Belebtschlamm gemischt wurden, bis 
hin zu einer Lipidkonzentration von 0,9 g/L (nach 2-3h). Eine weitere Verminderung 
konnte auch nach Verlängerung der Retentionszeit um 10h nicht beobachtet werden. 
Diese niedrige Abbaurate erklärt Lefebvre et al. (1998) mit dem Auftreten der 
Schaumbildung, die am Ende der Inkubation nach 10h auftrat und für die niedrige 
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Abbautätigkeit (74%) verantwortlich sein soll. Die Schaumbildung begrenzte den 
Lipidabbau durch Belebtschlamm, obwohl Löslichkeit und Bioverfügbarkeit durch die 
Saponifikation erhöht waren (siehe 5.6.2). 
Die Resultate von Lefebvre et al. (1998) stimmen mit den Resultaten von Kellel et al. 
(1994) überein. Kelell et al. (1994) beobachteten, dass die Länge der hydraulischen 
Retentionszeit bei aerobem Lipidabbau verringert werden kann, wenn die Lipide zuvor 
verseift wurden. 
Entsprechend Hsu et al. (Hsu et al. 1983) könnte sowohl die Hydrolyse von 
Triacylglycerol, als auch eine Verflüssigung oder Emulgierung der Lipid-Phase durch 
einen Verseifungsschritt, für die Zunahme der Biodegradation von Lipiden 
verantwortlich sein. 
Folglich begrenzen unverseifte Lipide das bakterielle Wachstum, wohingegen 
verseifte Lipide unter bestimmten Umständen ein exponentielles Wachstum 
erlauben. 
5.6 Zielsetzung 
Aus den vorangegangenen Ausführungen zum Stand des Wissens wurde deutlich, dass 
eine Bioaugmentation innerhalb eines klassischen Fettabscheidersystems einerseits 
erfolgreich etabliert werden (Tisinger et al. 1996; Huban et al. 1997; Keenan et al. 
2000; Loukidou et al. 2001; Zouboulis et al. 2001), andererseits auch aufgrund diverser 
Faktoren fehlschlagen könnte (Mendoza-Espinoza et al. 1996; Wakelin et al. 1997). 
Studien, wie die von Keenan und Sabelnikov (2000) verdeutlichen zwar, dass mit 
speziellen Mikroorganismen eine biologische Abfallfetteliminierung möglich ist. 
Jedoch zeigte Lopera et. al (2007), dass Mischkulturen (Belebtschlamm oder 
kommerziell erhältliche Spezialpräparate) zwar einerseits geeignet waren Abfallfett 
abzubauen, jedoch eine dauerhafte Etablierung dieser Stämme im Klärprozess 
fehlschlug. Fremde, dem Inokulum nicht angehörende, Mikroorganismen konnten sich 
im Klärsystem nicht durchsetzten, so dass eine periodische Inokulierung mit 
spezialisierten Organismen durchgeführt werden musste. Generell sind die Faktoren, die 
zu Fehlschlägen führen können, je nach Anwendung unterschiedlich. Für die 
Bioaugmentation eines Fettabscheiders wurde bis dato noch kein leistungsfähiges 
Inokulum gefunden und keine geeignete Verfahrenstechnik entwickelt. Weiterhin ist 
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nicht bekannt, welche Faktoren die Bioaugmentation innerhalb eines Fettabscheiders 
erfolgreich verlaufen lassen und ob die fachliche Praxis überhaupt einen biologischen 
Fettabbau zulassen. Darüber hinaus ist ein direkter Vergleich der in der Literatur 
beschrieben Forschungsergebnisse bezüglich Fetteliminationsleistung häufig nicht oder 
nur sehr schwer möglich. Unterschiede der diversen Testsysteme z.B. bezüglich 
Kultivierungsbedingungen, Verfahrenstechniken, inokulierten Mikroorganismen und 
deren Gemeinschaften, Substraten und vielen anderen Parametern lassen kaum eine 
direkte Übertragung der Ergebnisse auf die Zielapplikation zu. Der Schwachpunkt 
bisheriger Arbeiten liegt zumeist darin, dass entweder Pro- oder Eukaryonten untersucht 
und diese entweder als Rein- oder Mischkultur getestet wurden. Zudem weisen einige 
Arbeiten sehr starke Schwankungen innerhalb der abiotischen Kontrollansätze auf, so 
dass an der Eignung der gewählten Testsysteme gezweifelt werden kann. Daher wurde 
der Forschungsbedarf dahingehend definiert, die Fähigkeit diverser ausgewählter 
Mikroorganismenstämme (Pro- und Eukaryonten), sowohl einzeln als auch in 
unterschiedlichen Kombinationen, für den Abbau von Abfallfett zu untersuchen. Dies 
sollte unter Berücksichtigung der abiotischen Kontrollansätze geschehen. Mit Hilfe der 
gesammelten Ergebnisse sollte ein mikrobiologisches Präparat hergestellt und 
formuliert werden, das in einem Bioaugmentationsverfahren zur Beschleunigung des 
Abfallfettabbaus innerhalb eines Fettabscheiders eingesetzt werden könnte. 
Um die Entwicklung einer biologischen Klärtechnologie zur dezentralen Aufbereitung 
fetthaltiger Abwasserströme forcieren zu können, wurden im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit verschiedene Aspekte der Bioaugmentation fetthaltiger Abwässer untersucht. 
In einer ersten Testreihe sollte vorab geklärt werden, welche Mikroorganismen das 
Potenzial für den Einsatz in einer solchen Klärtechnologie haben könnten. Das Ziel des 
zweiten Arbeitsschritts war, anhand eines Modellsystems geringen Maßstabs, die 
Möglichkeit des Einsatzes dieser Organismen, in Rein- oder Mischkulturen 
vergleichend zu untersuchen. Anders als bei bisherigen Arbeiten sollte dieser Aspekt in 
einem immer gleichen System getestet werden, um somit die Fähigkeit der 
Abfallfettelimination von Bakterien und Hefen analog evaluieren zu können. Zunächst 
galt es zu zeigen, ob und in welchem Maße einerseits abiotische Effekte die 
Abfallfettdegradation verursachen, andererseits die im Abfallfett ansässige, autochthone 
Mikroflora in der Lage ist, die Fettfrachten durch Biostimulation (d.h. nur durch die 
Zufuhr von Sauerstoff) biologisch abzubauen. 
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Anschließend sollte geklärt werden, ob der Einsatz speziell ausgewählter 
Mikroorganismenstämme, einzeln oder in Kombination, einen positiven Effekt auf den 
Lipidabbau hat. Dieser sollte zunächst gravimetrisch, und später chromatographisch 
verfolgt werden. Hierbei war es von Interesse, wie viel Abfallfett pro Zeit umgesetzt 
wird, ob innerhalb des Beobachtungszeitraumes eine vollständige Eliminierung des 
eingesetzten Substrats stattfinden würde oder ob sich möglicherweise einzelne 
Substanzen, die von keinem der eingesetzten Mikroorganismenstämme metabolisiert 
werden können, anreichern. 
Zu diesem Zweck sollte ein Testsystem inklusive eines quantitativen Analyseverfahrens 
zum Nachweis von FOG entwickelt werden. Diese Entwicklungsarbeit beinhaltete eine 
Prüfung der verschiedenen Extraktionsverfahren zur Bestimmung des FOG sowie 
dessen Charakterisierung und Quantifizierung, unter Berücksichtigung der notwendigen 
routinemäßigen Arbeit sowie dem zu erwatenden hohen Probenaufkommen. 
Mit Hilfe dieses Testsystems sollte untersucht werden, welche Mikroorganismen oder 
Mikroorganismengemeinschaften am ehesten für den Einsatz empfohlen werden 
können. Anschließend sollte erst innerhalb einer Laborsimulation eines Fettabscheiders 
und später in einer Pilotanlage getestet werden, ob die speziell ausgewählten 
Mikroorganismen in der Lage sind, sich unter annähernd realistischen Bedingungen 
bzw. unter in-situ-Bedingungen, gegenüber der autochthonen Mikroflora durchzusetzen, 
sich im System zu etablieren und das Abfallfett zu eliminieren. 
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6 Material und Methoden 
6.1 Allgemeine Laborausstattung 
Während der Forschungsaktivitäten wurde die in Tabelle 6.1 aufgeführte 
Laborausstattung verwendet. 
Tabelle 6.1 Verwendete Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien 
Gerät Modell Firma 
Analysenwaage SPA 31 ScalTec 
Autosampler 7683 Series ALS Agilent 
Bunsenbrenner Gasprofi 1 SCS WLD-TEC 
DGGE System  Dcode System for DGGE Bio-Rad 
Elektrophoresekammer Wide Mini-Sub Cell GT Bio-Rad 
Flammenionisationsdetektor (FID) 6890N Network GC System Agilent 
Gaschromatograph 6890N Network Gas Chromatograph Agilent 
Gefriertrocknungsanlage Alpha A–1 Christ 
Glasgefäße für TLC-Platten 25250 CAMAG 
Horizontalschüttler Eigenbau RTWH-Aachen 
Injektor 7683 Series ALS Agilent 
Gel-Gradientenmischer Gradient Former Model 475 Bio-Rad 
Kamera E.A.S.Y 429 K Herolab 
Kapillarsäule 127-5012 DB-5 Agilent 
Labor–pH–Meter mit Elektrode SE 103 Firma Knick 
Laborwaage 0,01 g, Kern Kb Kern & Sohn GmbH 
Laborwaage 0,1 g, Kern Kb Kern & Sohn GmbH 
Laborwaage P 1200N Mettler 
Linomat IV CAMAG 
Massenspektrometer 5973 MSD Agilent 
Membranpumpe MZ 2C Vacubrand 
Mikroliter-Spritze 100 µL, 50 µL, 10 µL, 5 µL  Hamilton 
Mikrowelle 1500 Watt Micromaxx 
Netzgerät PowerPac Basic Power Supply Bio-Rad 
Orbitalschüttler LC 6 Adolf Kühner AG 
PCR-Thermocycler Mastercycler personal Eppendorf 
Photodrucker Digital Graphic Printer UP-D980 Sony 
Automatische Pipetten variabel von 1-10 µL, 2-50 µL, 20–200 µL, 100–1000 µL und 1000–5000µL Eppendorf 
Rotationsverdampfer Rotavapor R–114 Vacubrand, Wertheim 
Spektrophotometer DU 640 Beckman 
Tischautoklav Sicomatic  
Tischzentrifuge Mikro 120 Hettich 
Tischzentrifuge 2K 15 Sigma 
UV-Transilluminator UVT-20 M Herolab 
Vibrationsschüttler (Vortex) 2x3 Velp Scientifica  
Wasserbad B–480 Büchi 
Wassersystem Water–system Milli–Q, Millipore Schwalbach 
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Spezielle Geräte und Materialien, die über diese allgemeine Ausstattung hinaus benutzt 
wurden, sind in den jeweiligen Beschreibungen der Methoden bzw. im Anhang 
aufgeführt. 
6.2 Mikroorganismenstämme 
Tabelle 6.2 Untersuchte Mikroorganismenstämme 
Mikroorganismus Stamm Herkunft 
Pseudomonas putida DSM 291 DSMZ 
Rhodococcus erythropolis DSM 312 DSMZ 
Rhodococcus rhodochrous DSM 11097 DSMZ 
Yarrowia lipolytica DSM 1345 DSMZ 
Yarrowia lipolytica DSM 3286 DSMZ 
Candida cylindracea DSM 2031 DSMZ 
Weiterhin wurden im Rahmen dieser Arbeit Mischkulturen aus den in Tabelle 6.2 
aufgelisteten Mikroorganismen hergestellt und für verschiedene Abbaustudien 
eingesetzt. 
6.3 Medien und Kulturbedingungen 
Medien 
YPD MEDIUM/ -AGAR 
für DSM 1345 
Hefeextrakt 10,0 g 
Pepton 20,0 g 
Glukose 20,0 g 
Agar falls notwendig 15,0 g 
Destilliertes Wasser 1000 mL 
Eingestellt auf pH 6,5  
 
CASO/ -AGAR (Merck 105458) 
für DSM 11097 
Pepton aus Casein 15,0 g 
Pepton aus Soja 5,0 g 
NaCl 5,0 g 
Agar falls notwendig 15,0 g 
Destilliertes Wasser 1000 mL 
Eingestellt auf pH 7,3  
 
MALZEXTRAKT PEPTON/ -AGAR 
für DSM 3286 
Malzextrakt 30,0 g 
Pepton aus Soja 3,0 g 
Agar falls notwendig 15,0 g  
Destilliertes Wasser 1000 mL 
Eingestellt auf pH 5,6  
 
NÄHR/ -AGAR 
für DSM 291, 312 
Pepton 5,0 g 
Fleischextrakt 3,0 g 
Agar, falls notwendig 15,0 g 
Destilliertes Wasser 1000 mL 
Eingestellt auf pH 7,0  
 
UNIVERSALMEDIUM FÜR HEFEN (YM) 
für DSM 2031 
Hefeextrakt 3,0 g 
Malzextrakt 3,0 g 
Pepton aus Soja 5,0 g 
Glukose 10,0 g 
Agar falls notwendig 15,0 g 
Destilliertes Wasser 1000 mL 
Eingestellt auf pH 6,5  
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Kulturbedingungen und Handhabungen 
Alle Kultivierungen wurden, soweit nicht anders erwähnt, in einem Brutraum bei 28°C 
durchgeführt. Flüssigmedien wurden mit 70 Upm geschüttelt. Zur dauerhaften Lagerung 
der Kulturen wurden diese mit einem Volumen sterilen 80%igen Glycerin versetzt und 
bei -80°C gelagert. 
6.4 Tests zur Eignung der ausgewählten Mikroorganismen 
Als Vorstudien wurden Tests zur Eignung der ausgewählten Mikroorganismen 
durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden ein Wachstumstest auf Minimalnährmedium 
mit Abfallfett als alleiniger Kohlenstoffquelle sowie ein Test zum Nachweis 
lipolytischer Aktivität eingesetzt. 
6.4.1 Wachstumstest 
Der zur Eignungsprüfung verwendete Wachstumstest sollte zeigen, inwieweit die 
verschiedenen Mikroorganismen in der Lage waren, Abfallfett oder Erdnussöl als 
Kohlenstoffquelle zu nutzen. Der Test wurde in Petrischalen mit Festmedium 
durchgeführt. Erdnussöl und Abfallfett wurden als Substrat vergleichend eingesetzt. 
(Chemikalien und Materialien siehe Anhang 10.1.4, Seite 159). 
Durchführung 
Für den Test wurde ein Minimalnährmedium (MMO nach Stanier et al., 1966; siehe 
Tabelle 10.8) verwendet, das mit einem Anteil von 1,5 % Agar (12 g/L) und 2-8 g 
Abfallfett bzw. Erdnussöl pro Liter Medium gemischt und autoklaviert wurde. Die 
Menge an emulgiertem Öl/Fett entsprach einer starken Abwasserbelastung durch 
lipophile Stoffe. Durch Schütteln (1h; 130 Upm) wurden die Öle/Fette im Medium (> 
50°C) stabil emulgiert, sodass Platten à 20 mL gegossen werden konnten. Die Rückseite 
der Petrischale wurde zuvor in vier gleiche Quadranten unterteilt. In Flüssigvorkulturen 
wurden die zu untersuchenden Mikroorganismen bis zu einer optischen Dichte (OD) 
von 5 (KBE9 ca. 109/mL) angezüchtet und auf das Festmedium der Platten mittels 
sterilem Zahnstocher punktuell in der Mitte eines jeden Quadranten vereinzelt. Als 
negative Kontrolle dienten MMO-Platten ohne Öl/Fett. Um festzustellen, ob ein 
Wachstum auf MMO-Festmedium generell möglich ist, wurden MMO-Platten mit 
Glycerin als Kohlenstoffquelle verwendet. Die Arbeiten wurden unter sterilen 
                                                 
9
 Kolonie bildende Einheiten 
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Bedingungen durchgeführt. Beimpfte Testplatten wie auch unbeimpfte Kontrollplatten 
wurden bei 28°C für 5 Tage inkubiert und das Wachstum im Rhythmus von 24 Stunden 
mittels Durchlichtscanner festgehalten. Die Flächen der Kolonien wurden durch eine 
Software (AxioVs V 4.6.1.0) erfasst und quantifiziert. Der dabei generierte Wert eines 
Schwärzegrades (Graustufenwerte/mm2) beschrieb das Flächen- und Dickenwachstum 
der Kolonie. Diese Daten wurden verwendet, um die Eignung der Mikroorganismen 
bezüglich der Verwertung von Abfallfett als Kohlenstoffquelle abschätzen zu können. 
6.4.2 Tributyrintest (klassisch und erweitert) 
Der Tributyrintest wurde einerseits nach dem klassischen Protokoll (Pérez et al. 1990), 
andererseits in abgewandelter Form durchgeführt.  
Erweiterer Tributyrintest 
In der klassischen Versuchsdurchführung wurde ein standardisiertes tributyrinhaltiges 
Vollnährmedium verwendet. Zellen wurden auf diesem Medium vereinzelt und zeigten 
im Falle einer Exolipaseproduktion, einen durch lytische Aktivität entstandenen, klaren 
Hof um die gewachsene Kolonie. Der Parameter, der zur Quantifizierung der 
Lipaseaktivität herangezogen wurde, war die Hofbreite. Es zeigte sich jedoch, dass mit 
spezieller Software (AxioVs V 4.6.1.0) eine exakte Vermessung der Kolonie inkl. Hof 
möglich war. Mit Hilfe dieser Auswertungsmethode konnte der Test erweitert werden. 
Die Testerweiterung erfasste das Verhältnis von Wachstum zur Hofbildung. So konnte 
gezeigt werden, dass bestimmte Bestandteile des Abfallfetts das Wachstum der Stämme 
beeinflussen. Neben der Hofbreite wurde die gewachsene Kolonie vermessen. Durch 
Hinzufügen einer Substanz während der Applikation der Mikroorganismen, konnte über 
die Ermittlung der Koloniengrösse, die Auswirkung dieser Substanz auf das Wachstum 
der Kolonie bewertet werden (Chemikalien und Materialien siehe Anhang 10.1.4) 
Abbildung 6.1 Schema zur Auswertung der Kolonie und 
Hofbildung 
Gemessene Größen: 
• Gesamtdurchmesser von Hof plus Kolonie 
• Durchmesser der Kolonie 
Berechnete Größen: 
(A) = [Ø (Hof + Kolonie) – Ø Kolonie] / 2; Hofbreite 
(B) = (Ø Kolonie) / 2; Radius der Kolonie 
(C) = (A)/(B); Verhältnis Lipaseproduktion zu 
Koloniewachstum 
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Erweiterter Tributyrintest 
Tabelle 6.3 Herstellung der Applikationslösungen; Fettsäure (1 mM) in toluolhaltiger Lösung 
 
mg Fettsäure / mL Applikationslösg. µg FS / Applikationsspot à 1 µL 
Tributyrin + C6:0 11,62 11,6 
Tributyrin + C8:0 14,42 14,4 
Tributyrin + C12:0 20,03 20,0 
Tributyrin + C14:0 22,84 22,8 
Tributyrin + C16:0 25,64 25,6 
Tributyrin + C17:0 27,05 27,1 
Tributyrin + C18:0 28,45 28,5 
Tributyrin + C18:1 28,25 28,3 
Tributyrin + C18:2 28,05 28,1 
Tributyrin + C22:0 34,06 34,1 
Durchführung 
Der Tributyrintest wurde für jeden einzelnen Mikroorganismenstamm durchgeführt 
(Tabelle 5.2). Die Bestimmung der exkretierten Lipasen bzw. deren lipolytische 
Aktivität wurde in acht parallelen Ansätzen bestimmt. Das Inokulum wurde punktuell 
mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers aus der jeweiligen Vorkultur auf die Testplatte 
überimpft und für insgesamt 72 h bei 28°C inkubiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz 
ohne Überimpfung (Sterilkontrolle-Medium) sowie ein Ansatz, bei der nur der sterile 
Zahnstocher in Kontakt mit dem Tributyrin-Agar gebracht wurde (Sterilkontroll-
Verfahren). Diese Kontrollen wurden unter gleichen Bedingungen inkubiert. Vor der 
Zugabe des Tributyrin zum Nährmedium wurden alle sonstigen Bestandteile des 
Nährmediums gelöst. Anschließend wurde das Medium autoklaviert (121°C; 2 h). War 
der Mikroorganismus in der Lage, lipolytische Enzyme zu bilden und diese zu 
exkretieren, so wurden klare Höfe auf dem ansonsten trüben Agar sichtbar. Quantifiziert 
wurde die Hofbildung über den Durchmesser des Hofes, der mittels Durchlichtscanners 
erfasst und mit spezieller Software vermessen wurde. 
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6.5 Analytische Verfahren 
In diesem Kapitel werden die eigens (weiter-)entwickelten analytischen Methoden zur 
Quantifizierung und Charakterisierung des Abfallfetts sowie dessen Abbauprodukte 
beschrieben. 
6.5.1 Entwicklung einer fl/fl-Extraktionsmethode zum Nachweis von 
Abfallfettrückständen 
Im Vorfeld der Abbaustudien wurde eine Extraktionsmethode zur quantitativen und 
qualitativen Bestimmung des Abfallfetts in Abwasser entwickelt. Die 
Standardmethoden zur Bestimmung lipophiler Stoffe im Abwasser stellten sich als 
ungeeignet heraus. Neben der schlechten Handhabung und der daraus resultierenden 
Limitierung des Probendurchsatzes erfasste diese Methode nur die stark lipophilen 
Stoffe. Im Vergleich zu z.B. Pflanzenölen besteht Abfallfett aus zum Teil stärker 
oxidierten Substanzen (Hamilton et al. 1937; Fuchs 1999; Nakatsugawa et al. 2001; 
Shimizu et al. 2004). Eine vollständige Wiederfindung des Abfallfetts durch Extraktion 
aus künstlichem Abwasser war mittels DIN-Methode nicht möglich. Zudem wurde 
aufgrund des mikrobiellen Abfallfettabbaus unterschiedlich stark oxidiertes Restsubstrat 
erwartet. In diesem Fall würde unter Verwendung der DIN-Methode die Wiederfindung 
der zum Abfallfett gehörenden Substanzen weiter sinken. 
Somit war es notwendig, eine entsprechende Methode zur Extraktion von Abfallfett aus 
Abwasser zu entwickeln. Die Entwicklungsarbeit lieferte die in den folgenden 
Abschnitten beschriebene Methode, die in Abfallfettabbauversuchen, im der 
Fettabscheidersimulation und in der späteren Pilotstudie eingesetzt wurde. Sie wurde 
mit der DIN-Methode und mit einer von der EPA „Environmental Protection Agency“ 
empfohlenen Methode (Greenberg 2005) verglichen und zeigte Vorteile in Handhabung 
und Wiederfindung. 
Durchführung der FOG-Extraktion 
Dreistufige flüssig/flüssig- Extraktion der Ansätze 
Die Proben wurden in drei Schritten extrahiert (siehe Abbildung 6.2). Im ersten Schritt 
wurden 25 mL dem Probengefäß entnommen, in eine 100 mL Braunglasflasche mit 
Schraubverschluss und Septum aus Polytetrafluorethylen (PTFE) transferiert und 
schrittweise mit verschiedenen Lösungsmitteln extrahiert. Das Probengefäß wurde nach 
jedem Extraktionsschritt mit dem jeweiligen Lösungsmittel des Extraktionsschritts 
gespült. Zur Extraktion wurde der Ansatz eine Minute stark geschüttelt (170 Upm, 
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Horizontalschüttler) und anschließend zur Phasentrennung ruhen gelassen (30 min, bei 
4°C). Die obere der getrennten Phasen wurde mit Hilfe einer Pasteurpipette in eine neue 
separate 100 mL Braunglasflasche überführt. 
 
Abbildung 6.2 Extraktionsschema der entwickelten Methode 
Im zweiten Extraktionsschritt wurde die Probenflasche erneut mit 10 mL n-Hexan und 
2 mL Isopropanol gespült. Dieses Lösungsmittelgemisch wurde wiederum in die mit 
Probenextrakt gefüllte Flasche überführt. Zusätzlich wurden 100 µL konz. 
Schwefelsäure (H2SO4) zum Extraktionsansatz gegeben. Nach erneutem Schütteln, 
erneuter Phasentrennung sowie dem Transfer der oberen Lösungsmittelphase wurde in 
einem dritten Schritt die Probenflasche mit 10 mL Ethylacetat und 2 mL Isopropanol 
ausgespült sowie anschließend in die obere, organische Phase aus Schritt 3 mit den 
bereits separierten organischen Lösungsmittelphasen aus Schritt 1 und 2 vereinigt. Der 
Probengefäß 
1. Schritt: 
10 mL n-Hexan 
2 mL Isopropanol 
2. Schritt: 
10 mL n-Hexan 
2 mL Isopropanol 
200 µL H2SO4 
3. Schritt: 
10 mL Ethylacetat 
2 mL Isopropanol 
Transfer in 
Extraktionsflasche 
Extraktion 
1 min schütteln 
30 min ruhen lassen 
Wasserentzug 
mittels Na2SO4 
Transfer des Extrakts (obere, organische 
Lösungsmittelphase) in 100 mL Schraubflasche 
Transfer über Filter (inkl. 
Na2SO4) in 50 mL Spitzkolben 
 
Lösungsmittel 
entfernt 
Rückgelöst (2 mL; Ethylacetat) und in 
Probenflasche transferiert  
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über Natriumsulfat (bei 600°C geglüht) getrocknete organische Extrakt wurde über 
einen mit wiederum 1 g Natriumsulfat gefüllten Glasfaserrundfilter (Ø = 70 mm) mittels 
Pasteurpipette in einen Spitzkolben (50 mL) überführt. Anschließend wurde das 
Volumen des Extrakts am Rotationsverdampfer (Wasserbad bei 40°C) unter Vakuum 
bis zur Gewichtskonstanz entfernt. Der Extraktionserfolg bzw. die Wiederfindung 
wurde gravimetrisch bestimmt. Der FOG-Extrakt wurde in 2 mL Ethylacetat rückgelöst. 
Um Oxidationsprozesse während der Lagerung zu vermeiden, wurden die Proben unter 
Stickstoffatmosphäre bei -20°C gelagert. Die so gewonnenen Probenextrakte wurden 
mittels HPTLC und GC-MS weiterführend untersucht. 
6.5.2 Abfallfettanalyse mittels Hochleistungsdünnschichtchromatographie 
(HPTLC) 
Mit Hilfe der Hochleistungsdünnschichtchromatographie (HPTLC) wurde das als 
Substrat eingesetzte Abfallfett näher untersucht. Die grundlegenden Bestandteile des 
Abfallfetts sowie dessen charakteristisches Muster konnten ermittelt werden. Dieses 
Muster diente als Referenz zur Bewertung des untersuchten Abfallfettabbaus durch 
Mikroorganismen. Es entstand durch die Auftrennung der Abfallfettinhaltsstoffe bzw. 
der FOG-Bestandteile über die Laufstrecke. Es konnten die Komponenten 
Monoglyceride (MG), Triglyceride (TG), freie Fettsäuren (FFA), Cholesterinester (CE), 
1,2- sowie 1,3-Diacylglycerin (1,2-, 1,3- DAG) voneinander getrennt werden. Sie 
wurden mit Farbstoffen (Rhodamin G6 und Primulin) angefärbt und mit Hilfe eines 
UV-Durchlichtscanners detektiert und digitalisiert (Materialien und Chemikalien siehe 
Anhang, Tabelle 10.1-4). 
Durchführung der HPTLC 
Zur Analyse der fetthaltigen Proben wurden Nano-SIL-20-Platten ohne 
Fluoreszensindikator verwendet. Nach einer Reinigung der Platte in 
Chloroform/Methanol (1/1, v/v) mit anschließender beschleunigter Trocknung unter 
warmem Luftstrom, wurden die Probenextrakte mittels „Linomat“ aufgetragen. Nach 
Applikation der Proben wurde die HPTLC-Platte in einem Gemisch aus 
Hexan/Diethylether/Ameisensäure (70/30/1, v/v/v) in einer Laufkammer entwickelt. 
Nach Erreichen der maximalen Laufstrecke von 19 cm wurde die Platte getrocknet, mit 
Primuline-Färbelösung (5 mg/100 mL; Aceton/Wasser, 80/20, v/v) gefärbt und unter 
UV-Licht betrachtet. 
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Zur Identifizierung konnten alle neutralen Lipide mittels Rhodamin-G6-Färbung 
(0,3 mg/L, 95% Ethanol) markiert werden. Zudem konnten alle aufgeführten 
Abfallfettkomponenten mittels Primulin angefärbt werden (siehe Abbildung 6.3). 
 
Abbildung 6.3 Trennungsschema möglicher Inhaltsstoffe des Abfallfetts via HPTLC 
Die HPTLC-Methode wurde bei allen Probenextrakten eingesetzt und ermöglichte eine 
schnelle Kontrolle der Abfallfett- bzw. FOG-Zusammensetzung. 
Eine exakte Auftragung des Analyten war notwendig, um reproduzierbare Ergebnisse 
zu erhalten. Daher wurde die Auftragung mit Hilfe eines Automaten (Linomat) 
durchgeführt, der jeweils 10 µL des Probenextraktes (FOG < 1 mg) und 20 µL des 
FOG- Standards reproduzierbar auf die Kieselgelplatte auftrug. Die Identifizierung der 
einzelnen Abfallfettkomponenten wurde einmalig über entsprechende externe Standards 
vorgenommen. In weiteren Messungen wurde diese Identifizierung über die 
Reihenfolge der Flecken sowie deren Rf-Werte durchgeführt. Zum Vergleich der 
Ergebnisse wurde auf jede Platte eine definierte Menge (0,5 mg) Abfallfett-Standard 
(50 mg Abfallfett / mL gelöst in Ethylacetat) aufgetragen. Zur Auswertung wurden die 
Rf-Werte der Signale berechnet, die Fläche der Flecken mit einer geeigneten Software 
(PCBAS; AxioVs V 4.6.1.0) erfasst und halbquantitativ ausgewertet.  
Halb-quantitative Auswertung 
Ein Versuch, die Flecken zu quantifizieren, wurde in Anlehnung an Kishimoto et al. 
(2001) unternommen. Die Masse eines Substanzgemisches, repräsentiert durch einen 
Abkürzung Substanzgemisch Färbung 
KW Aliphatische Kohlenwasserstoffe Primulin 
CE Cholesterinester Primulin 
TG Triglyceride Rhodanin G6 
FFA Freie Fettsäuren Primulin 
1,3-DAG 1,3-Diacylglycerin Rhodanin G6 
Chol Cholesterin Primulin 
1,2-DAG 1,2-Diacylglycerin Rhodanin G6 
MG Monoglyceride Rhodanin G6 
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Fleck, wurde anhand der Intensität der Färbung ermittelt. Die Intensitäten der Flecken, 
also das Muster der Probenextrakte, wurde dabei relativ zur Ausgangssubstanz 
(Abfallfett) gesetzt. So konnte eine relative Veränderung der Mengenverhältnisse im 
Probenextrakt im Vergleich zum eingesetzten Abfallfett ermittelt werden. Abweichend 
von Kishimoto et. al. (2001) wurden keine Standards eingesetzt, um absolute Mengen 
zu bestimmen. 
6.5.3 Methodenentwicklung zur differenzierten Analyse von Abfallfett und 
FOG-Extrakten 
Entwicklung einer Derivatisierungsmethode 
Ausgehend vom Abfallfett bzw. dessen Extrakt war die Identifizierung der im Abfallfett 
enthaltenen Fettsäuren notwendig, um eine Charakterisierung des Abfallfetts über das 
Fettsäuremuster zu ermöglichen. Der durch die Mikroorganismen erzielte Abbau des 
Abfallfetts konnte über einen Vergleich der Fettsäuremuster sowie über die 
Quantifizierung von zwei Fettsäuren, die den größten Anteil an der Abfallfett-Masse 
hatten, bewertet werden. Verglichen wurden die Fettsäuremuster der FOG-Extrakte mit 
denen des rohen Abfallfetts. Mit einem speziell entwickelten Derivatisierungsschema 
(siehe Abbildung 6.4) konnte zwischen gebundenen und freien Fettsäuren unterschieden 
werden. 
 
Abbildung 6.4 Schematische Darstellung der Proben-Derivatisierung zur weiteren GC/MS-Analyse; R- 
symbolisiert den variablen Rest (Fettsäuren) 
Durchführung der Derivatisierung 
Für die erste Derivatisierung (Transesterfizierung) wurde von jeder Probe 10 mg 
Extrakt eingesetzt. Der Extrakt wurde unter N2 getrocknet und mit 200 µL 
methanolischer KOH versetzt, eine Minute inkubiert und mit 2 mL Petrolether sowie 
50 µL dest. H2O versetzt, um anschließend zwei Minuten mittels Vortex homogenisiert 
und schließlich bei 8000 rcf zentrifugiert zu werden. Die zwei gebildeten Phasen 
wurden in separate Vials überführt, wobei die obere Phase (Fraktion A) zur weiteren 
gaschromatographischen Analyse eingesetzt wurde. Die gebundenen Fettsäuren konnten 
„Fraktion A“ 
„Fraktion B“ 
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als Fettsäuremethylester nachgewiesen werden. Freie Fettsäuren wurden durch diese 
Transmethylierung nicht derivatisiert. 
Für den Nachweis dieser underivatisierten freien Fettsäuren wurden 100 µL der 
Fraktion A entnommen, unter N2 getrocknet und mit 100 µL BSTFA für 20 min bei RT 
inkubiert. Die freien Fettsäuren konnten als Fettsäure-Trimethylsilylester nachgewiesen 
und quantifiziert werden (Materialien und Chemikalien siehe Anhang, Tabelle 10.5). 
6.5.4 Analyse mittels fast-GC/MS 
Mit Hilfe der Gaschromatographie, gekoppelt mit einem Massenspektrometer, wurden 
die Proben der Abbaustudien nach vorheriger Derivatisierung qualitativ und quantitativ 
untersucht. Hierzu wurden die derivatisierten Fraktionen A und B mittels eines 
Gaschromatographen HP 5890 Series II, der mit einem Quadrupol-Massenspektrometer 
HP 5989 A MS Engine gekoppelt war (Hewlett-Packard, Waldbronn), analysiert. Es 
wurde eine DB5 Säule (15 m x 0,15 mm ID) mit einer Filmdicke von 0,2 µm eingesetzt 
(Macherey-Nagel, Düren). Als Trägergas wurde Helium verwendet (93,2 kPa; Fluss 
12,7 mL/min). Zur Probenaufgabe wurde jeweils 1 µL im Split-Modus (1/100) mittels 
Autosampler injiziert. Die Injektortemperatur betrug 270°C. Die Parameter des 
Säulenofens können der Tabelle 6.4 entnommen werden. 
Tabelle 6.4 Parameter des GC-Säulenofen 
Initial Temp.: 80 °C   
Maximum Temp.: 325 °C   
Gesamtlaufzeit: 14,17 min   
 
Rampen Rate Finale Temp. Finale Zeit 
Nr. [°C/min]  [°C] [°C] 
1 24 240 1 
2 24 300 4 
Durchführung der GC-MS-Analyse 
Zur Quantifizierung wurden Kalibrierreihen über externe Standards gemessen und 
jeweilige Kalibrierfunktionen ermittelt. Für die Messreihe der methylierten Proben 
wurde eine Mischung aus 14 Fettsäuremethylestern verwendet. Die Messreihe der 
silylierten Proben wurde anhand von vier Fettsäuretrimethylsilylesterstandards 
quantifiziert. Mit BSTFA wurden diese in gleicher Weise wie die Proben derivatisiert. 
Die Chromatogramme wurden mit Hilfe der Software „Enhanced ChemStation 
D01.02.16, Agilent“ ausgewertet. Die Identifizierung der gebundenen 
Fettsäuremethylester erfolgte über ihre Retentionszeit sowie mit Hilfe des gemessenen 
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Massenspektrums. Ihre Quantifizierung erfolgte durch über externe Standards. Die 
Kalibrierung wurde vor, während und nach jeder Messreihe verifiziert und aktualisiert. 
6.5.5 Molekularbiologische Methoden 
Molekularbiologische Untersuchungen an Proben der Abbaustudien und des 
Bioreaktorbetriebs machten es möglich, Aussagen über die Präsenz zudotierte 
Organismen während des Versuchsverlaufs treffen zu können. 
Die Proben wurden schrittweise analysiert: 
1. Erstellung von Template-DNA für PCR-Analysen 
2. PCR definierter Regionen der 16S- respektive 18S-rDNA 
3. Denaturierende-Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE) der Amplifikate 
4. Sequenzierung einer Bande der DGGE (ggf. nach vorheriger Klonierung) 
5. Abgleich der Sequenzen mit Datenbanken 
Erstellung von Template-DNA für PCR-Analysen 
Direkt-Koloni PCR 
Die PCR-basierende Analyse von mikrobiellen Reinkulturen wurde ohne gesonderte 
DNA-Extraktion durchgeführt. Zellen der jeweiligen Kultur wurden von einer 
Agarplatte in 100 µL PCR-H2O resuspendiert, sodass eine leichte Trübung erkennbar 
war. Diese Zellsuspension wurde im Volumen 1:50 (v:v) verdünnt und bei -20°C 
gelagert. Bei Bedarf wurden diese Verdünnungen direkt als Template-DNA für die 
PCR-Reaktion eingesetzt. 
Extraktion der DNA 
Aus homogenisierten Proben des Abbauversuchs und des Bioreaktorbetriebs wurde die 
DNA der Biomasse mittels DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) extrahiert. Das Protokoll 
wurde in folgenden Punkten abgeändert: Beim ersten Schritt der Extraktion 
(Zellaufschluss) wurde aufgrund des Fettgehalts steriler Quarzsand (100 mg) zugefügt, 
um die in der Probe vorhandenen Zellen zerreiben zu können. 
Die Menge an extrahierter DNA (50 µL Extrakt) wurde photometrisch bestimmt. Die 
OD-Werte lagen zwischen 0,5 und 0,8. Nach der Formel, K [µg/mL] = OD260 * 10 * c, 
wurden die Nukleinsäurekonzentrationen (K) der verdünnten Proben (1:10) berechnet. 
Für c wurde bei Messungen der ds-DNA 50 µg/mL eingesetzt, sodass eine optische 
Dichte von 1 einer DNA-Konzentration von ca. 0,5 mg/mL entsprach. Die Proben 
wurden so verdünnt, dass eine DNA-Gesamtmenge von 100 ng/µL PCR-Mix eingesetzt 
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wurde. Im Photometer erfolgte die Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm 
(OD260) und bei 280 nm (OD280). Der Grad der Verunreinigung (Reinheit) der Proben 
wurde aus dem Quotienten OD280/OD260 bestimmt, wobei ein Wert > 1,5 für 
weiterführende Analysen akzeptabel war. Die Reinheit der extrahierten DNA lag für die 
Weiterverwendung in der PCR zwischen 1,7 und 1,9. 
Als Sterilkontrolle wurde eine Extraktion ohne Probenmaterial mitgeführt. Um 
kontrollieren zu können, ob die Keimzahl im Abfallfett durch die Vorbehandlung 
effektiv gemindert werden konnte, wurde eine als „abiotische Kontrolle“ bezeichnete 
Probe extrahiert. In diesem Ansatz wurde steriles MMO mit dem zuvor behandeltem 
Abfallfett inkubiert und anschließend analysiert wurde. 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Sowohl verdünnte Zellsuspensionen der Reinkulturen, als auch DNA-Extrakte dienten 
als Template DNA für PCR Amplifikationen. 
Amplifikation von 16S- und 18S-rDNA mittels PCR 
Nach der Herstellung der Template-DNA wurden für die Bakterien entsprechende 
Amplifikate der variablen Regionen (V6 und V8) der 16S-rDNA mittels PCR 
hergestellt. Für Pilze und Hefen war die Position 20-38 von Saccharomyces cerevisiae 
(GenBank Nr. J01353) der 18S-rDNA Ziel der Amplifikation. Die Zusammensetzung 
der PCR-Mischung ist in Tabelle 6.5 aufgeführt. Alle Bestandteile wurden in der 
angegebenen Reihenfolge eingesetzt. 
Tabelle 6.5 Zusammensetzung PCR-Mix für einen Ansatz 
Reagenz  Volumen 
ReadyMix  25 µL 
MgCl2 1 µL 
Forward Primer 1 µL 
Reverse Primer 1 µL 
DNA-Template 1 µL (50 ng) 
PCR-Wasser 21 µL 
Totalvolumen: 50 µL 
Für die Amplifikation der 16S-rDNA sowie der 18S-rDNA wurden unterschiedliche 
Primerpaare und PCR-Programme (Tabelle 6.6 und Tabelle 6.7) verwendet. Die 
Programme wurden mit einem Gradienten-Thermocycler optimiert. Kontrollen der 
DNA-Extraktion wurden weiterführend für die PCR verwendet. Zusätzlich wurde eine 
PCR-Kontrolle ohne Template DNA hergestellt. Menge und Länge der Amplifikate 
(50 µL Extrakt) wurden mittels Agarosegelelektrophorese (1,5%ige Agarose, 150 V, 
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20 min) mit anschließender Ethidiumbromid-Färbung und unter Zuhilfenahme eines 
100bp-Ladder-Markers abgeschätzt. 
Tabelle 6.6 Primerpaare zur Amplifikation ausgewählter Bereiche der 16S- bzw. 18S-rDNA 
Universal Primer Sequenz Länge des Amplifikats Quelle 
U968GC (16S) (reverse-Primer) 
5’-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG 
GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA 
CCT TAC-3’ 
L1401 (16S) (forward-Primer) 5’-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3’ 
450 bp (Ferris et al. 1996) * 
GC Fung (18S) (reverse-Primer) 
5’-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC 
CCG CCG CCC CCG CCC CAT TCC CCG TTA 
CCC GTT G-3’ 
NS1 (18S) (forward-Primer) 5’-GTA GTC ATA TGC TTG TCT C-3’ 
350 bp (May et al. 2001) 
* (Heuer et al. 1997; Engelen et al. 1998; Smalla et al. 1998; Zoetendal et al. 1998; Gelsomino et al. 
1999; Pereira et al. 2002; Konstantinov et al. 2003) 
Tabelle 6.7 PCR-Temperaturprogramme zur Herstellung der Amplifikate 
  16S-Primer 18S-Primer 
Aktivierung der DNA Polymerase 10 Min. bei 95 °C 
Denaturierung 1 Min. bei 94 °C 1 Min. bei 95 °C 
Annealing 1 Min. bei 54 °C 45 Sec. bei 47 °C 1.-35. Zyklus 
Extension 1 Min. bei 72 °C 3 Min. bei 72 °C 
finale Extension 10 Min. bei 72 °C 
Gelelektrophoretische Analysen 
Agarose-Gelelektrophorese und Quantifizierung von DNA  
Genomische DNA-Präparationen wurden in 0,8-1%igen Gelen analysiert. 
Ethidiumbromid (1 µg/mL) wurde vor dem Gießen direkt in die Gele gegeben und die 
DNA wurde schließlich unter UV-Licht (320 nm) detektiert und dokumentiert. Die 
Quantifizierung der DNA erfolgte durch densitometrische Analysen von 
Bandenintensitäten relativ zu Intensitäten der Standardbanden mit bekanntem DNA-
Gehalt mit Hilfe geeigneter Software. Die Auftrennung von DNA aus PCR-Reaktionen 
erfolgte in einer Horizontal-Gelelektrophorese Apparatur mit 1x TAE-Puffer (Ausubel 
et al. 1999) in 1,5 %igen TAE-Agarosegelen (B: 20 cm / L: 20 cm; Volumen 160 mL). 
Die Auftrennung erfolgte für 45 h bei 120 V.  
Detektion der Mikroorganismen mittels DGGE 
Im Anschluss an die PCR wurden Mischungen aus 5 µL PCR-Produkt und 5 µL 
Ladepuffer (4,5% Glucose (w/v)) für die Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese 
(DGGE) eingesetzt. Die DGGE wurde in einem DCode-System der Firma BioRad 
(Hercules, USA) durchgeführt. Es wurden Gele mit der Dimension 18 x 20 cm (30 mL 
Volumen) verwendet, die aus 6-7% Acrylamid (Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1) in 1x 
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TAE-Puffer mit verschiednen Denaturierungsmittel-Gradienten bestanden. Hierbei 
waren 100% Denaturierungsmittel als 40% Formamid / 7 M Harnstoff definiert. Die 
Elektrophorese wurde für 16-20 h bei 60°C und 50 V durchgeführt. Die entsprechenden 
Laufbedingungen für die Amplifikate der 16S-rDNA und der 18S-rDNA sind der 
Tabelle 6.9 zu entnehmen. Die genaue Zusammensetzung der Acrylamid-
Stammlösungen, mit denen die jeweils maximalen und minimalen Gel-Stammlösungen 
zur Erzeugung der Gradienten hergestellt wurden, ist in Tabelle 6.8 aufgeführt. Zur 
Herstellung des Gels wurde ein manueller Gradientenmischer verwendet. 
Tabelle 6.8 Zusammensetzung der Acrylamid-Stammlösungen 
6 % Acrylamidlösung (für 16S) 7 % Acrylamidlösung (für 18S) 
  0 % denat. 100 % denat. 0 % denat. 100 % denat. 
Acrylamid (40 % (w/v)) 15 % (v/v) 15 % (v/v) 17,5 % (v/v) 17,5 % (v/v) 
TAE (50 x) 2 % (v/v) 2 % (v/v) 0,5 % (v/v) 0,5 % (v/v) 
Formamid (deionisiert)   40 % (v/v)   40 % (v/v) 
Harnstoff   42 % (w/v)   42 % (w/v) 
Tabelle 6.9 Übersicht der Bedingungen der DGGE 
Primerpaar L1401/U968GC (16S) NS1/GC-Fung (18S)  
Acrylamid  6 % (w/v) 7 % (w/v) 
Gradient 40-70 % 18-28 % 
Laufzeit 16 h 21 h 
Spannung  50 V 50 V 
Temperatur 60°C 60°C 
Es wurden in Abhängigkeit zum Amplifikat unterschiedliche Polyacrylamid-
konzentrationen, Laufbedingungen und Gradienten für die DGGE verwendet. So konnte 
ein genetischer Fingerabdruck eines jeden Mikroorganismus erstellt werden, mit dessen 
Hilfe später in einem komplexen Muster der vorherrschenden Biozönose der jeweilige, 
zur Bioaugmentation eingesetzte Organismus identifiziert werden konnte. Anhand des 
genetischen Musters der DGGE bzw. der Sequenz signifikanter Banden konnte man 
Rückschlüsse ziehen, ob (a) die Bioaugmentation erfolgreich verlaufen war, ob (b) evt. 
doch abfallfettstämmige (autochthone) Mikroorganismen in signifikanten Mengen 
kultiviert wurden, oder ob (c) nach einer definierten Betriebszeit des Bioreaktors einige 
Mikroorganismen Vorteile bei der Substratnutzung gegenüber den anderen 
Mikroorganismen besaßen. Mit Hilfe der molekulargenetischen Methode (DGGE) 
konnte durch einen Vergleich mit entsprechenden Amplifikaten der Reinkulturen 
(externer Standard) eine Aussage über die Identität der in der Probe vorhandenen 
Mikroorganismen getroffen werden. Diese Identifizierung der Banden wurde durch 
Sequenzierung eines Amplifikats der extrahierten Bande verifiziert. Zu Beginn der 
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Versuchsreihe wurde der Keimgehalt des Substrats mittels Membranfiltration und 
feuchter Autoklavierung stark gesenkt, um Kontaminationen ausschließen zu können. 
So konnte die Zusammensetzung der Mikroorganismengemeinschaft zu verschiedenen 
Zeitpunkten der Inkubation oder des Reaktorbetriebs detektiert werden. 
 
Abbildung 6.5 Ausschnitt aus einem DGGE-Gel zur Analyse der zur Bioaugmentation eingesetzten 
Bakterien; Amplifikation der 16S-rDNA mittels universellen Primern (Tabelle 5.2); 
Gradient 40% zu 70% denaturierenden Reagenz; 16 h Laufzeit bei 50V; nach Färbung 
mit AgNO3; ausgeschnittene und sequenzierte Banden (A-C) 
Organismenkombinationen    
1 Pseudomonas putida    
2 Pseudomonas pseudoalcaligenes    
3 Rhodococcus rhodochrous    
4 Rhodococcus erythropolis    
5 Pseudomonas putida Pseudomonas pseudoalcaligenes   
6 Pseudomonas putida Rhodococcus rhodochrous   
7 Pseudomonas putida Rhodococcus erythropolis   
8 Pseudomonas putida Rhodococcus rhodochrous Rhodococcus erythropolis  
9 Pseudomonas pseudoalcaligenes Rhodococcus rhodochrous   
10 Pseudomonas pseudoalcaligenes Rhodococcus erythropolis   
11 Pseudomonas pseudoalcaligenes Rhodococcus rhodochrous Rhodococcus erythropolis  
12 Rhodococcus rhodochrous Rhodococcus erythropolis   
13 Pseudomonas putida Pseudomonas pseudoalcaligenes Rhodococcus rhodochrous Rhodococcus erythropolis 
14 Kontrolle    
     
Sequenzen 
  
 
A 5'-aacgcgaagnnncnnnccaggccttgacatccnntgaactttctanagatagattggtgccttcgggaacattgagac 
   aggtgctgcatggctgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggtnnngtcccgtaacgagcgcaacccttgtcctta 
   gttaccagcacgtcatggtgggcactctagggagactgccggtgacannncggaggaaggtggggatgacgtcaagtc 
   atcatgnnnnntacggcctgggctacacacgtgctacaatggtcggtacagagggttgccaagccgcgaggtggagct 
   aatcccataaaaccgatcgtagtccggatcgcagtctgcaactcgactgcgtgaagtcggaatcgctagtaatcgcga 
   atcagaatgtcgcggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccg-3' 
 
Pseudomonas 
putida 
B 5'-aannnnnnnnnnnntacctgggtttgacatgtaccgnacgactgcaganatgtggtttcccttnnggccggtagacag 
   gtggtgcatggctgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacnnnngtcctgtgt 
   tgccagcacgtgatggtggggactcgcaggnnantnccggggtcaactcggagganngtggggacgacgtcaagtcat 
   catgccccttatgtccagggcttcacacatgctacaatggtcggtacagagggctgcnnnnnngtgaggtggagcgaa 
   tcccttaaagccggtctcnnnncgnatcgnngtctgcaactcgaccccgtgaagtcggagtcgctagtaatcgcagat 
   cagcaacgctgcggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccg-3' 
 
Rhodococcus 
rhodochrous 
C 5'-aacgnnnngaaccttacctgggtttgacatataccggaaagcnncagagatgtggccccccttgtggtcggtatacag 
   gtggtgcatggctgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttnnnncccgcaacgagcgcaacccctatcttatgt 
   tgccancacgttatggtggggactcgtaagagactgccggggtcaactcggangaaggtggggacgacgtcaagtcat 
   catgccccttatgtccagggcttcacacatgctacaatggccagtacagagggctgcnngaccgtgaggtggagcgaa 
   tcccttaaagctggtctcagttcggatcggggtctgcaactcgaccccgtgaagtcggannnnnnnnnnatcgcagat 
   cagcaacgctgcggtgaatnnnnnnccgggccttgtacacaccg-3' 
 
Rhodococcus 
erythropolis 
 
A 
B 
C 
6 Material und Methoden 
 
 73 
Die beste Auftrennung von 18S rDNA-Fragmenten mittels Polyacrylamid-Gel konnte 
mit einem PCR-Produkt erzielt werden, das nach der Amplifikation mit den Primern 
nach May et al. (2001) gewonnen wurde. Der vorwärts-Primer NS1 wurde für die 
PCR/DGGE-Analytik um eine 40 bp lange GC-Klammer an der Position 5´ verlängert 
(Muyzer et al. 1993). 
Da in der Literatur beschrieben wurde, dass dieser Primer auch komplementäre 
Sequenzen für einige Pflanzen besitzt (White et al. 1990), wurde die zweite Region 
spezifischer ausgewählt. Der Primer „GCFung“ zielte auf einen pilzspezifischen 
Bereich an der Position 351-368 von S. cerevisiae. Das Primerpaar (NS1/GCFung) 
amplifizierte ein Fragment von 350 bp. Aufgrund dessen Länge konnte eine optimale 
Auflösung des PCR-Produktes in der DGGE nach (Myers et al. 1987) erreicht werden. 
Als Nachweis der zur Bioaugmentation eingesetzten Stämme wurden nicht die 
resultierenden Gele der DGGE verwendet, sondern die entsprechenden Sequenzen der 
Banden, die die Organismen repräsentierten (siehe exemplarisch Abbildung 6.5). So 
konnten die getesteten und zur Bioaugmentation eingesetzten Organismen eindeutig 
nachgewiesen werden. 
Silberfärbung der Acrylamidgele 
Nach der Elektrophorese wurden die Gele gefärbt. Eine sensitive Silberfärbung der Gele 
(siehe Tabelle 6.10) machte es möglich, auch Amplifikate, die in geringen Mengen 
gebildet wurden, als Bande nachzuweisen (Fisher et al. 1983; Myers et al. 1985; Fanen 
et al. 1992). Die von Radojkovica und Kusic (2000) beschriebene Methode wurde im 
ersten Schritt abgewandelt. Zur Fixierung der DNA wurde anstelle von Ethanol eine 
Mischung aus Ethanol/Methanol (50/50; v/v) verwendet mit dem Ergebnis, dass die 
Gele eine schwächere Hintergrundfärbung zeigten. 
Tabelle 6.10 Silberfärbung der DGGE-Gele 
Reihenfolge Bezeichnung Zusammensetzung Inkubation 
Schritt 1 Fixierlösung 5 % Ethanol (v/v) 3x 3 Minuten 
 
 5 % Methanol (v/v)  
 
 0,5 % Essigsäure (v/v)  
Schritt 2 Färbelösung 0,1 % AgNO3 (w/v) 10 Minuten 
Schritt 3 Entwicklungslösung 1,5 % NaOH (w/v) 15-20 Minuten 
 
 0,15 % Formaldehyd (w/v)  
 
 0,01 % NaBH4 (w/v)  
Schritt 4 Stopp-Lösung 0,75 % Na2CO3 (w/v) 5-10 Minuten 
Nach der Färbung wurden die Gele mit einem Durchlichtscanner optisch erfasst, 
digitalisiert und am PC ausgewertet. Einzelne Banden wurden zur Sequenzierung mit 
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Hilfe eines sterilen Skalpells ausgeschnitten und in ein steriles Reaktionsgefäß (0,2 mL) 
überführt. Über Nacht wurden die Amplifikate aus dem Acrylamidgel ins PCR-Wasser 
(50 µL) bei 4°C rückgelöst. 
Sequenzierung der Amplifikate einzelner Banden 
DGGE-Banden von Interesse wurden mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel 
ausgeschnitten und durch Überschichten mit 50 µL PCR-H2O über Nacht bei 4°C aus 
dem Gel eluiert. Zur Sequenzierung wurde 1 µL des im PCR-Wasser gelösten 
Amplifikats erneut mittels PCR, re-amplifiziert. Hierzu wurden Primerpaare verwendet, 
die nicht, wie bei der DGGE notwendig, über eine GC-Klemme verfügten. Die 
jeweiligen Primerpaare sowie die dazugehörigen Thermocycler-Programme können der 
Tabelle 6.6 sowie Tabelle 6.7 entnommen werden. Die Amplifikate wurden mit Hilfe 
eines Aufreinigungs-Kits (QIAquick PCR Purification Kit; Quiagen, Germany) 
behandelt. Hier wurden die Anweisungen des Herstellers befolgt. Die so gereinigten 
Amplifikate wurden sequenziert. 
6.6 Bioaugmentationsstudien 
Die Bioaugmentationsstudien bestanden aus vier Teilstudien. Die erste Studie umfasst 
den Abbau von Abfallfett durch Reinkulturen, während in der zweiten Teilstudie 
definierte Mischkulturen hergestellt und ebenfalls auf ihre Fähigkeit, Abfallfett 
abzubauen, getestet wurden. Im dritten Teil wurde ein Bioreaktor entworfen, der als 
Modell eines Fettabscheiders im Labormaßstab diente. Mit Hilfe dieses Modells sollten 
die Möglichkeiten eines Bioaugmentationsverfahrens getestet und erörtert werden. Die 
Erkenntnisse der drei Teilbereiche halfen dabei, in der vierten Teilstudie ein 
mikrobiologisches Präparat zu entwickeln, sowie eine Technik zur Kultivierung von 
Mikroorganismen innerhalb eines Fettabscheiders (Vorstufe zum Pilotversuch) zu 
implementieren. 
6.6.1 Abbau von Abfallfett in statischen Kulturen 
Diese Studie zum biologischen Abbau von Abfallfetten wurde mit unterschiedlichen 
Mikroorganismen einzeln sowie in Kombinationen durchgeführt. Sie diente dazu, 
bewerten zu können, ob eine Bioaugmentation mit Rein- oder Mischkulturen sinnvoller 
ist. Hierzu wurde der Fettabbau durch Mikroorganismen in Reinkultur in 
Batchversuchen getestet. Später wurden diese Reinkulturen in verschiedenen 
Kombinationen miteinander gemischt, um ebenfalls den Abbau des Abfallfetts zu 
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analysieren. Als Vergleichsgrundlage diente eine „abiotische Kontrolle“ ohne 
Bioaugmentation. Sie diente dazu, Veränderungen des Abfallfetts während des 
Versuchs z.B. durch Autooxidationsprozesse oder chemischen Reaktionen 
nachzuweisen. Ein Versuchansatz ohne Bioaugmentation und Verwendung von 
unsterilem Fett sollte zeigen, inwieweit die im Abfallfett vorhandenen 
Mikroorganismen („autochthone Mikroorganismen“) in der Lage waren, Abfallfett als 
alleinige Kohlenstoffquelle zu nutzen. 
6.6.1.1 Reihenfolge der Probenbearbeitung 
(1a) DNA-Extraktion zur Bestimmung der Mikroorganismengemeinschaft via PCR-
DGGE 
Die DGGE wurde eingesetzt, um beweisen zu können, dass die zum Zeitpunkt 
t=0 h den Ansätzen zugefügten Mikroorganismen über den Versuchsverlauf im 
Versuchsansatz vorhanden und bis zum Ende der Inkubation präsent waren. 
Anhand des „Fingerabdrucks“ konnte abgeschätzt werden, welche 
Mikroorganismen eine dominante Position im Konsortium des Versuchsansatzes 
innehatten. 
(1b) Abfallfett-Extraktion – Ermittlung des FOG mittels fl/fl-Extraktion 
(2) Gravimetrie - Ermittlung der Masse des FOG-Extrakts aus (1b) 
Die Gravimetrie bot die Möglichkeit zur Bestimmung des FOG-Gehalts der 
Proben nach unterschiedlicher Inkubationszeit. Daraus konnte die Abbauleistung 
der Mikroorganismen hergeleitet werden. 
Für einen besseren Einblick in diese dynamischen Prozesse kamen die HPTLC und die 
GC-MS, nach vorheriger Derivatisierung, als Analysetechniken zum Einsatz 
(3) HPTLC – grobe Charakterisierung des FOG-Extrakts aus (1b) 
Durch die HPTLC (siehe Kapitel 6.5.2) war es möglich, zwischen 
Cholesterolestern, Mono-, Di-, Triglyceriden, freien Fettsäuren und polaren 
Rückständen zu unterscheiden. Die Ergebnisse ließen Rückschlüsse auf 
Lipaseaktivität und Verwertung freier Fettsäuren zu. 
(4) Derivatisierung des FOG-Extrakts (siehe Abbildung 6.4): 
Durch eine spezielle Derivatisierung konnten die Probenextrakte der 
Abbauversuche im Batchverfahren genauer untersucht werden. Diese 
zweistufige Derivatisierung mittels methanolischer KOH und anschließender 
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Silylierung ließ eine Differenzierung der Fettsäuren (FA) in gebundene und 
nicht gebundene, bzw. freie Fettsäuren (FFA) zu. Die Quantifizierung 
beschränkte sich auf die C16:0- und C18:1-Fettsäuren, Palmitat bzw. Oleat. Diese 
beiden FA nahmen einen Anteil von ca. 50% am FOG ein. Jedoch war die 
simple Abnahme dieser FA kein Indiz für deren vollständige Beseitigung 
(Mineralisation). Degradationsprodukte unterschiedlichster Molekülstrukturen 
wurden erwartet, sodass eine weiterführende, tiefere Analyse mittels 
Gaschromatographie durchgeführt wurde. Viele Moleküle entzogen sich der 
Analytik aufgrund ihrer geringen Konzentration. 
(5) GC-MS – detaillierte Analyse des FOG-Extrakts 
In Kombination mit der Derivatisierung konnten mit Hilfe der GC-MS 
detailliertere Informationen über den Abbauprozess gesammelt werden. 
Fettsäuren, ob gebunden oder frei, konnten auf ihre Verwertbarkeit überprüft 
werden. Problemstoffe oder Bestandteile der Biomasse konnten ggf. identifiziert 
werden (Materialien und Chemikalien siehe Anhang 10.1.2) 
6.6.1.2 Abfallfett als Substrat 
Abfallfett wurde einem Fettabscheider entnommen und aufgereinigt. Es wurde durch 
eine Membranfiltration (Porengröße 0,45 µm) von Partikeln > 0,45 µm befreit und der 
Keimgehalt gesenkt. Durch Autoklavierung (120°C, 45 min) wurde das Fett sterilisiert 
und der Keimgehalt auf ein Minimum gesenkt. Der Wassergehalt des zu 
untersuchenden Abfallfetts lag unter 0,1%. Die Zusammensetzung des Abfallfetts ist in 
Kapitel 7.1 dokumentiert. 
6.6.1.3 Autochthone Mikroorganismengemeinschaft 
Mit Hilfe einer Anreicherungskultur nach M. W. Beijerinck wurde der im Abfallfett 
enthaltene Keimgehalt kultivierbarer Mikroorganismen erhöht. Ein Aliquot dieser 
Flüssigkultur (10 µL) wurde auf abfallfetthaltigem MMO-Festmedium ausplattiert und 
bei 28°C inkubiert. Eine sich rasch entwickelnde Kolonie wurde in ein Abfallfett 
enthaltendes MMO-Flüssigmedium transferiert und für 7 Tage bei 28°C inkubiert. 
Diese so erzeugte und als „Isolat“ bezeichnete Mischkultur war eine aus Abfallfett 
isolierte Mikrooganismengemeinschaft. Das „Isolat“ diente als Beispiel für eine 
Mischkultur geringerer Komplexität, verglichen mit der autochthonen 
Mikroorganismengemeinschaft des Abfallfetts, jedoch höherer Komplexität im 
Vergleich zu den künstlich hergestellten und untersuchten Mischkulturen. Die 
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Selektionierung der Organismen fand bezüglich der Substratnutzung sowie über die 
Inkubationstemperatur statt. Analysiert wurde die isolierte Mikroorganismen-
gemeinschaft mit Hilfe der in Kapitel 6.5.5 beschriebenen Methoden. 
6.6.1.4 Durchführung der FOG-Abbaustudien in Batch-Kulturen 
Für jede Abbaustudie wurden 25 autoklavierte Erlenmeyerkolben (100 mL) mit jeweils 
0,2 g Abfallfett befüllt. In jeden Kolben (100 mL Erlenmeyer) wurden zu 25 mL MMO-
Medium 100 µL (106 – 107 KBE/mL; Zellen der späten exponentiellen 
Wachstumsphase) der entsprechenden Mikroorganismenvorkultur, Rein- oder 
Mischkultur, zugefügt. Die Versuchsansätze wurden unter aeroben Bedingungen bei 
28°C auf einem Orbitalschüttler (70 Upm) unter Lichtausschluss inkubiert. 
Zur Kontrolle wurden sechs autoklavierte Erlenmeyerkolben (100 mL) ebenfalls mit 
0,2 g FOG versehen. Die Kontrollen wurden in gleicher Weise wie die Proben 
behandelt. Die Probenahmezeitpunkte der beimpften Versuchsansätze lagen bei 20,5 h 
(T1), 45 h (T2), 116,5 h (T3), 140,5 h (T4) und 332,5 h (T5). Zu diesen Zeitpunkten 
wurde jeweils der komplette Ansatz für die Analyse verwendet. Parallele Ansätze 
wurden an einem Tag bearbeitet. Die Kontrollen wurden als Doppelansatz, die 
beimpften Kolben als Triplikate angesetzt. Probenahmetermine für die Kontrollen 
waren nach t=0 h, t=140,5 h und t=332,5 h der Abbaustudie. 
6.6.2 Aufbau und Betrieb der Fettabscheidersimulation (M 1:10) 
Der Laborversuch zur Simulation der Bioaugmentation in einem Schwerkraftabscheider 
wurde eng an den Betrieb des großtechnischen Fettabscheiders für 
Gastronomieabwässer angelehnt und deswegen in semikontinuierlicher 
Verfahrensweise10 und konstantem Volumen bei täglicher Schwallbeschickung 
durchgeführt. Durch seine bauliche Beschaffenheit war er nicht mit einem 
Standardmodel zu beschreiben (siehe Abbildung 6.6). 
Als Kernstück des Versuchsaufbaus fungierte der Biofermenter Biostat® B (B. 
Sartorius BBI Systems GmbH, Melsungen). Das Laborfermentationssystem bestand aus 
einem Steuergerät, das sämtliche Mess- und Regeleinrichtungen enthielt. Das 
Steuergerät überwachte Temperatur, pH-Wert und gelösten Sauerstoff. Zusätzlich 
waren Funktionen zum Kalibrieren der Elektroden und der integrierten Pumpen sowie 
                                                 
10
 Bei semi-kontinuierlichen Prozessen wird mittels Zulauf eines Nährmediums und eines gleichgroßen 
Ablaufs an "Brühe" (Gemisch aus geklärtem Abwasser, Abbauprodukten, Biomasse etc.) der Füllstand 
auf einem konstanten Niveau gehalten; im eingesetzten Reaktor wurde das konstante Füllvolumen über 
kommunizierende Röhren gewährleistet. 
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Anschlussmöglichkeiten für externe Datenverarbeitungs- bzw. -ausgabegeräte 
integriert. 
Zur Durchführung der geplanten Simulation mussten einige Veränderungen bzw. 
Erweiterungen am bestehenden Aufbau des Biostat® B vorgenommen werden. Das 
Kulturgefäß (5 L) wurde durch ein neu entwickeltes 25 L-Gefäß ausgetauscht (siehe 
Tabelle 6.11). Es bestand aus einem doppelt planar geschliffenen Glasrohr 
(Borsilicatglas) mit einfacher Wandung. Eine Temperierung des Reaktormediums 
erfolgt nicht. Als Boden wurde eine kreisförmige Kunststoffplatte aus hochdichtem 
Polyethylen (HDPE) verwendet. In ihr waren zwei Edelstahlrohre eingelassen, die nach 
dem Prinzip der kommunizierenden Röhren das Flüssigkeitsniveau im Reaktor 
regulierten. Der Deckel des Reaktors war zweiteilig aufgebaut. Ein äußerer Ring zur 
Fixierung des Glasrohrs wurde mit einem zweiten Deckelbauteil (Kreisscheibe) ergänzt. 
In diesem Teil des Deckels waren das Rührwerk mit abnehmbarem Motor, die 
Elektrode für den Sauerstoffpartialdruck (pO2), der Temperaturfühler (Pt100), der 
Abluftkühler sowie diverse Deckeldurchführungen zum Einbau von Zugabe- bzw. 
Entnahmerohren, Impfstutzen etc. Das Rührwerk mündete im Innern des Reaktors und 
wurde als Antrieb einer eigens konstruierten Venturidüse aus glasfaserverstärktem 
Teflon genutzt. Im Deckel-Ring eingelassen war eine pH-Sonde, die im Ablauf des 
Reaktors mündete. 
Tabelle 6.11 Dimensionierung des Reaktors 
Laborreaktor 
Durchmesser [mm] 260 Wassersäule [mm] 460 
Radius [mm] 130 Volumen [dm3]; [m3] 24,42; 0,024 
Es wurden vertikale Trennwände an Zu- und Ablauf eingelassen. Die Trennwand des 
Zulaufs reicht bis zur halben Füllstandshöhe. Die Ablauftrennwand hingegen wurde bis 
auf 10 cm über den Reaktorboden eingetaucht. Weiterhin wurde eine horizontale 
gelochte HDPE-Platte (Ø Bohrung = 1,5 cm; Materialstärke = 5 mm) mit beiden 
Trennwänden verbunden. Durch diese Konstruktion erreichte man eine 
Kompartimentierung im Simulationsaufbau. Der Reaktor erhielt verschiedene, räumlich 
voneinander getrennte, jedoch nicht isolierte Bereiche. Die Zu- und Ablaufbereiche 
standen über den Sedimentationsraum in Verbindung. Der Sedimentationsraum stand 
wiederum in Verbindung mit dem Reaktionsraum. Der Abscheidungsprozess konnte, 
während das Abwasser den Sedimentationsraum durchströmte, stattfinden. Im 
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Reaktionsraum wurde das Abwasser mittels Venturidüse kontinuierlich belüftet und 
durchmischt. Diese Durchmischung wurde nach unten hin durch ein Lochblech 
behindert, sodass der Abscheidungsprozess nur geringfügig irritiert wurde. 
 
 
Abbildung 6.6 Schematischer Aufbau der Fettabscheidersimulation im Labormaßstab; 
Kompartimentierung in Sedimentations- und Reaktionsraum; Darstellung von 
Fließrichtung und Strömungen des Abwassers; Prinzip des Abscheideprozesses; 
Niveauregulierung mittels kommunizierender Röhren; Position der Messsonden und der 
Belüftungseinheit (Venturidüse) 
Neben der räumlichen Trennung gab es aufgrund der Schwallbeschickung zeitlich 
voneinander getrennte Phasen. Im Zulauf herrschte bei Schwallbeschickung ein nach 
unten gerichteter und im Ablauf ein nach oben gerichteter Abwasserstrom. Die 
Schwallbeschickung erfolgte alle 12 h in 1 L-Portionen eines Abwasser-Abfallfett-
Cocktails. Daraus resultierten Beschickungsintervalle, bestehend aus einer 
Vermischungsphase (ca. 10-15 min) und einer Ruhephase (ca. 11,75 h). Die 
Vermischungsphase kurz nach der Beschickung war gekennzeichnet von relativ starken 
Volumenströmen und leichten Verwirbelungen im Sedimentationsraum. In der 
anschließenden Ruhephase schwächten sich Strömung und Verwirbelung bis auf ein 
nicht mehr wahrnehmbares Maß ab. Zur Unterstützung der Biomasseetablierung wurde 
Venturidüse 
Zulauf Ablauf 
Messsonden: pO2 u. Temp. 
Messsonde: pH-Wert 
Kommunizierende Röhre Kommunizierende Röhre 
Reaktionsraum 
Sedimentationsraum 
FOG 
FOG 
ρ < 1 
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eine Festphase (20 Kunststoffwürfel aus Polyethylen (PE) und Polypropylen (PP) mit 
einer Kantenlänge von ca. 1 cm) zum Reaktionsraum gegeben. 
Inokuliert wurde das System mit 60 mg/L Trockenbiomasse. Diese Biomasse wurde aus 
zuvor in Reinkulturen kultivierten Mikroorganismen gewonnen. Die Zellen wurden 
jeweils in der späten exponentiellen Wachstumsphase (107 – 109 KBE/mL) durch 
Zentrifugation und zweimaliges Waschen mit 50 mM Phosphatpuffer (pH 7) geerntet. 
Der Biomasseanteil eines Organismenstamms betrug 16,6% des gesamten mirkobiellen 
Gemischs. Sechs verschiedene Mikroorganismen wurden eingesetzt (siehe Tabelle 
6.12). 
Tabelle 6.12 Liste inokulierter Mikroorganismen 
Mikroorganismus DSMZ-Nr. 
Pseudomonas putida 291 
Rhodococcus erythropolis 312 
Rhodococcus rhodochrous 11097 
Candida cylindracea 2031 
Yarrowia lipolytica 3286 
Yarrowia lipolytica 1345 
Die Kulturen waren beim Zeitpunkt der Applikation nicht an die Bedingungen im 
Reaktor oder an das vorherrschende Substrat akklimatisiert. Der Reaktor wurde mit 
realem Abwasser einer Großküche beschickt (1 L/Tag). Der Abfallfettgehalt im 
Reaktorzulauf variierte zwischen 0,5 – 2 g/L FOG. Zusätzlich zur Abfallfettfracht aus 
dem realen Abwasser wurde der Reaktionsraum mit Abfallfett angereichert, sodass die 
Raumlast an Abfallfett im Bioreaktor bei > 2 g/L FOG lag. An verschiedenen Stellen 
des Reaktors wurde die Probenentnahme manuell durchgeführt. 
Tabelle 6.13 Gemessene Parameter der Fettabscheider Simulation 
Parameter Position Messung 
CSB (siehe Abs. 6.6.5) Ablauf Einzelmessungen 
Proteingehalt (siehe Abs. 6.6.4) Ablauf Einzelmessungen 
pO2, Temperatur Reaktionsraum kontinuierlich 
pH-Wert Ablauf kontinuierlich 
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6.6.3 Pilotstudie – Bioaugmentation im Fettabscheider 
Für diesen Teil der Arbeit wurde ein Fettabscheider mit integriertem Schlammfang (Typ 
TOPO SF/E 2/200) der Firma RHEBAU® Rheinische Beton-und Bauindustrie GmbH & 
Co so umgerüstet, dass eine aerobe Kultivierung spezialisierter Mikroorganismen zum 
biologischen Abbau von Abfallfett möglich war. 
Anlage / System 
Prinzipiell arbeitet das Fettabscheidersystem nach dem Schwerkraftprinzip: Fett besitzt 
eine geringere Dichte als Wasser und setzt sich deshalb an der Wasseroberfläche als 
Fettschicht ab und kann somit vom Wasser getrennt entsorgt werden. Wie in der 
technischen Zeichnung in Abbildung 6.7 dargestellt wird der Anlage das 
Schmutzwasser über den Zulauf (1) zugeführt. Im Fettabscheiderraum (3) findet die 
eigentliche physikalische Trennung der Öle und Fette vom Schmutzwasser nach dem 
Schwerkraftprinzip statt. Sie bilden an der Schmutzwasseroberfläche eine stetig 
wachsende Fettschicht, die zwischen den Zulauf- und Ablauftrennblechen 
zurückgehalten wird. Der Schlammfang (4) dient zur Speicherung der abgeschiedenen 
Sinkstoffe, wie z.B. Essensreste. Das so geklärte Abwasser wird aus dem Ablauf des 
Abscheiders über eine Probenahme-Einrichtung in den öffentlichen Kanal entwässert. 
       
Abbildung 6.7 Technische Zeichnung des Fettabscheiders gemäß EN 1825 / DIN 4040 – 100 im 
Querschnitt 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) Zulauf (2) Ablauf 
(3) 
(4) 
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Modifikationen / Installationen 
 
Abbildung 6.8 Technische Zeichnung des Fettabscheiders mit integriertem Schlammfang (Typ TOPO 
SF/E 2/200) der Firma RHEBAU Rheinische Beton-und Bauindustrie GmbH & Co 
sowie Skizzierung der Umrüstung des herkömmlichen Systems durch Implementierung 
einer biologischen Stufe. (Links = Querschnitt/Seitenansicht; rechts = 
Querschnitt/Aufsicht) 
An einem Trapez aus Edelstahlketten wurde eine eigens entwickelte und konstruierte 
Pumpe aufgehängt, um kontrolliert in den Fettabscheiderinnenraum abgelassen zu 
werden. Die Pumpe drückte den zuvor in den Abscheider horizontal eingelassenen 
Kompartimentierungsring auf ca. 30 cm unterhalb der Wasseroberfläche. Die Position 
des Rings konnte mit Rändelschrauben am Boden der Pumpe justiert werden. Der am 
Kompartimentierungsring angebrachte Luftschlauch bewirkte einen ausreichenden 
Auftrieb, um den Ring auf Position zu halten. Er bestand aus gelochtem (Ø = 25 mm) 
PVC und wurde passgenau zum Fettabscheidertypen gefertigt. Der Luftansaugstuzten 
wurde mit einem im Zulaufkanal endenden Schlauch verbunden. Über den sogenannten 
„Skimmer“ wurde die Wasseroberfläche mittels Schlammpumpe angesogen und durch 
eine Venturidüse geleitet. 
A 
A 
B 
B 
(A) Schlammpumpe mit Skimmerfunktion 
und integrierter Venturidüse 
(B) Kompartimentierungsring (Ø außen = 
1000 mm), gelocht 
(C) Warmluftzufuhr, Mündung in 
Venturidüse 
C 
C 
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Abbildung 6.9 Bauteile zur Umrüstung des Fettabscheiders; Abwasserpumpe mit integrierter 
Venturidüse; Gelochter Kunststoffring zur Kompartimentierung des Fettabscheiders in 
oberen Reaktionsraum und unteren Sedimentationsraum. 
Das Abwasser wurde somit stark verwirbelt, mit Sauerstoff angereichert und durch den 
Auslass in den Reaktionsraum gepumpt. Die Auslassdüse ließ sich frei schwenken und 
konnte so eingestellt werden, dass eine homogene Verwirbelung des oberen 
Reaktionsraums stattfinden konnte. 
Betrieb 
Vor Installation der zur Modifikation des Abscheiders gefertigten Baugruppen wurde 
der Fettabscheider zwei Tage im klassischen Betrieb gefahren und beprobt. Es folgten 
in einer ersten Anlaufphase die Installation und der Test der Technik des modifizierten 
Fettabscheiders. Änderungen der Bauteile mussten nicht durchgeführt werden. 
Lediglich die Position des Skimmers musste in der Höhe justiert werden. Start des 
Pilotversuchs war im Winter, am 16.01.08, mit Inbetriebnahme der Pumpe. Die erste 
Bioaugmentationsstudie begann am 12.01.08 mit der Inokulation der 
Mikroorganismengemeinschaft und endete nach ca. 3 Monaten am 14.04.08. Ein 
zweiter Versuch wurde am 08.05.08 unternommen, nachdem zuvor eingehend mit der 
Küchenleitung und dem Küchenpersonal die Einhaltung der „Guten fachlichen Praxis“ 
diskutiert wurde. Regeln zur Vermeidung großer Mengen alkalischer sowie biozider 
Reinigungsmittel wurden aufgestellt. Das Waschwasser zur Desinfektion der 
Arbeitsflächen sollte über die Grauwasserentsorgung erfolgen. Zudem wurden 
Kompartimentierungsring 
(Ø außen = 1000mm) 
Luftansaugstutzen 
Aussparung für Pumpe 
Abwassereinlass/„Skimmer“ 
Ablassdüse/Abwasserauslass 
Schalter mit Schwimmer 
Rändelschraube für Justierung 
der Position des Skimmers 
sowie des 
Kompartimentierungsrings 
Aussparung für 
Prallbleche des Zu- und 
Ablaufs 
Luftschlauch, für Auftrieb 
Positionshalterung für 
Kompartimentierungsring 
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Modifikationen des Fettabscheiderinnenraums vorgenommen. Um der Biologie eine 
Etablierung zu erleichtern, wurden quaderförmige Schwämme, mit einer Kanntenlänge 
von 2 cm, in den Reaktionsraum eingebracht. Die zweite Bioaugmentationsstudie 
endete am 12.06.08 mit anschließendem Rückbau der Modifikationen und 
Grundreinigung des Fettabscheiders. 
Inokulierung 
Inokuliert wurde hier wie bereits beim Bioreaktor im Labormaßstab mit 100 mg/L 
Trockenbiomasse pro Stamm. Sechs verschiedene Mikroorganismen wurden eingesetzt 
(siehe Tabelle 6.12). Die Herstellung der Biomasse erfolgte wie unter Kapitel 6.6.2 
beschrieben. Die inokulierte Gesamtbiomasse betrug 285 g Lyophilisat. 
Tabelle 6.14 Dimensionierung der Pilotanlage 
Fettabscheider, Typ Topo SF/E 2/200 
Durchmesser [mm] 1000 
Radius [mm] 500 
Wassersäule [mm] 605 
Volumen [m3] 0,475 
Probenahme und Parameter 
Die Beprobung erfolgte über einen Schlauch (1cm ID) mit Hilfe einer Vakuumpumpe 
und einer Flüssigkleitsauffangvorrichtung, bestehend aus einem Dreiwegeventil und 
einem Adapter für Schott-Flaschen (GL45). Diese Vorrichtung wurde nach jeder 
Beprobung mit heißem Klarwasser (ca. 80°C) in den Ablauf des Abscheiders 
rückgespült. Die erhobenen Parameter können der Tabelle 6.15 entnommen werden. Die 
Proben zur FOG-Bestimmung wurden entsprechend der Vorschrift (Greenberg 2005) 
bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert. 
Tabelle 6.15 Erhobene Parameter im Pilotversuch 
Parameter Einheit Verfahren Bemerkung 
Temperatur [C°] Sonde ~/~ 
Leitfähigkeit [µS/cm] Sonde ~/~ 
Redoxpotential [mV] Sonde ~/~ 
O2-Gehalt [%],[mg/L] Sonde ~/~ 
pH-Wert pH-Wert Sonde ~/~ 
Stickstoff, ges. [mg/L] Schnelltest ~/~ 
Ammonium [mg/L] Schnelltest ~/~ 
Nitrat [mg/L] Schnelltest ~/~ 
CSB [mg/L] Schnelltest kaum praktikabel 
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Parameter Einheit Verfahren Bemerkung 
TG (80°C; Vakuum) [mg/L] ~/~ ~/~ 
BSB5 [mg/L] Oxitop kaum praktikabel 
lipolytische Aktivität ~/~ ~/~ ~/~ 
Keimzahlbestimmung [KBE/L] ~/~ kaum praktikabel 
FOG-Charakterisierung ~/~ TLC ~/~ 
FOG [mg/L] fl-/fl DIN (n=2) ~/~ 
FOG [mg/L] fl-/fl GH (n=2) ~/~ 
6.6.4 Proteingehalts- und Trockensubstanzbestimmung 
Der Proteingehalt von Proben der Fettabscheidersimulation sowie der Pilotierung wurde 
nach einer Methode, basierend auf dem Prinzip nach Lowry (1951), bestimmt. Die 
Reaktion der Proteine mit Kupfer in alkalischer Lösung sowie die Reduktion des 
Folinreagens führten zu einem blau gefärbten Endprodukt. Als Reaktionspuffer wurde 
Natriumbicarbonat zugefügt. Das Coomassie Brilliant Blue bildete über die 
Aminogruppen der Proteine binnen 10 Minuten einen stabilen Protein-Farbstoff-
Komplex, der bei 595 nm photometrisch vermessen wurde. Die Nachweisgrenze lag im 
Bereich von 1 µg/mL (Lowry et al. 1951; Read et al. 1981). Die Quantifizierung 
erfolgte anhand von Kalibriergeraden mit Rinderserumalbumin (BSA) als 
Referenzprotein. Generell gilt, dass unterschiedliche Proteine verschiedene 
Absorptionseigenschaften aufweisen. Daraus resultieren unterschiedliche 
Responsefaktoren für diese Proteine, sodass das hier verwendete Verfahren nicht die 
Möglichkeit zur absoluten Proteingehaltsbestimmung, sondern lediglich zur relativen 
Quantifizierung bot. Alle eingesetzten Reagenzien, Lösungen und Chemikalien können 
der folgenden Tabelle entnommen werden. 
Tabelle 6.16 Reagenzien, Lösungen und Chemikalien zur Quantifizierung des Proteingehalts 
Reagenzien 
 
Spezifikation 
Chemikalien 1 Lösung 1: 1% KNa-Tartrat * 4 H2O 
Lösung 2: 1% CuSO4  * 5 H2O 
Lösung 3: 2% Na2CO3 in 0.1 N NaOH 
Lösungen 1-3 wurden gemischt (1:1:98, v:v:v). 
Chemikalien 2 Folin-Ciocalteau-Reagens mit ddH2O verdünnt (1:1, v:v)  
10 mM Phosphatpuffer Lösung 4: 174,2 mg K2HPO4 in 100 mL ddH2O 
Lösung 5: 136,1 mg KH2PO4 in 100 mL ddH2O 
Lösungen 4 u. 5 gemischt (1:1, v:v). 
Physiologische Kochsalzlösung 
(150 mM; NaCl) 
877 mg NaCl in 100 mL 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) 
Protein-Standard 10 mg BSA / 10 mL physiologischer Kochsalzlösung  
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Durchführung 
Ein Aliquot (100 mL) der Proben aus Fettabscheidersimulation und Pilotierung wurden 
über einen zuvor tarierten Faltenfilter filtriert. Der Filterrückstand wurde dreimal mit 10 
mL Petrolether gewaschen, anschließend bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, 
gewogen und in 10 mL Wasser aufgenommen. Die Differenz aus Brutto- und 
Nettogewicht wurde als TS definiert. Diese wässrige Lösung wurde zur bereits oben 
beschrieben Proteingehaltsbestimmung (Lowry et al. 1951) herangezogen. 
6.6.5 CSB-Bestimmung Fetthaltiger wässriger Lösungen 
Die Untersuchung der CSB-Werte wurde gemäß DIN–ISO 15705 nach der 
photometrischen Methode (Küvettentest) mit leichter Abwandlung des Protokolls 
durchgeführt. Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, war es nötig, die Probe 30 
min bei 100 Upm stark zu schütteln, so dass das Abfallfett und Teile der Biomasse in 
der Probe emulgiert bzw. gut verteilt wurden. Nachteilig war, dass es aufgrund des 
Schüttelvorgangs zur Gasblasenbildung in der Probe kam, was das Volumen 
vergrösserte. Die resultierende Abweichung zwischen pipettiertem Volumen und der 
tatsächlich zur Analyse eingesetzten Menge wurde bestimmt und mit dem 
Analyseergebnis verrechnet. 
6.6.6 Statistische Methoden 
Die Anzahl der Replikate betrug in allen Experimenten mindestens 3, die jeweilige 
Anzahl ist den Diagrammen zu entnehmen. Der Unterschied zwischen spezifischen 
Mittelwerten wurde durch einen beidseitigen T–Test festgestellt (signifikant bei p < 
0,05). Ansonsten wurden alle Berechnungen mit Microsoft Excel (Microsoft–Office 
2003) durchgeführt. 
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7 Ergebnisse 
In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der einzelnen 
Untersuchungsaspekte vorgestellt. Die Diskussion der Ergebnisse erfolgt in einem 
separaten Kapitel. 
In verschiedenen Einzelstudien wurde das Abfallfett charakterisiert, vielversprechende 
Mikroorganismen, basierend auf Literaturdaten, ausgewählt und anschließend 
dahingehend getestet, ob sie für die Eliminierung von Abfallfett eingesetzt werden 
können. Speziell für diese Tests wurden verschiedene analytische Methoden 
weiterentwickelt und etabliert. 
7.1 Charakterisierung des Substrats Abfallfett 
Zu Beginn der Studien wurde einem Fettabscheider das abgeschiedene Abfallfett 
entnommen und mittels analytischer Verfahren (HPTLC und GC-MS) näher 
charakterisiert. Zudem wurde eine Extraktionsmethode zum quantitativen Nachweis von 
Abfallfetten in Abwässern entwickelt, um deren mikrobiologischen Abbau exakter 
bestimmen zu können. Die Analysemethoden zur Charakterisierung des Abfallfetts 
wurden zu diesem Zweck weiterentwickelt. 
Extraktionsmethode 
Es wurde eine geeignete Extraktionsmethode zur Quantifizierung der Abfallfettmengen 
in Abwasser entwickelt, da mit keiner der empfohlenen und in der Literatur 
beschriebenen Methoden zufriedenstellende Wiederfindungen bei adäquatem Aufwand 
erzielt werden konnten. 
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Abbildung 7.1 Vergleich der Wiederfindung von Abfallfett mittels zweier Extraktionsmethoden; (n=3) 
   “Standard Method” (5520B); (Greenberg 2005) 
   Entwickelte Methode; siehe (Kapitel 6.5.1) EPA - peanut oil
EPA - waste fat
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Die Methode wurde unter Berücksichtigung verschiedener Kriterien entwickelt. Neben 
der Wiederfindung war vor allem die Handhabung ein wichtiges Kriterium. Aufgrund 
des hohen Probenaufwands war es notwendig, eine möglichst große Anzahl an Proben 
binnen kurzer Zeit extrahieren zu können. Auch die Probenvolumina sollten so gering 
wie möglich gehalten werden. Die im Schema (Kapitel 6.5.1) beschriebene dreistufige 
fl/fl-Extraktion war im Vergleich zur DIN-Vorschrift und zur „Standard Method for 
Examination of Wastewater“ arbeitsextensiver. Die erzielte Wiederfindungen von >89% 
für Abwasserbelastungen zwischen 0,1 – 8 g FOG/L war zudem bei der entwickelten 
Methode höher (siehe Abbildung 7.1). Vor allem im Bereich des Grenzwerts (0,2 g 
FOG/L Abwasser) zeigte die entwickelte Methode konstantere Ergebnisse und höhere 
Ausbeuten in der Wiederfindung. 
Charakterisierung des Abfallfetts 
Die Charakterisierung des Abfallfetts und des extrahierten FOG’s wurde in zwei 
Schritten unternommen. 
Schritt 1: Mit der Dünnschichtchromatographie (HPTLC) konnten Abfallfett und FOG 
charakterisiert werden. 
 
Abbildung 7.2 Gegenüberstellung - TLC-Muster; (a) Abfallfett sowie (b) extrahiertes Abfallfett 
(FOG); Zuordnung der Signale siehe Material und Methoden (Abbildung 6.3) 
Schritt 2: Die im Abfallfett enthaltenen Fettsäuren wurden mittels Gaschromatographie 
und gekoppelter Massenspektrometrie genauer analysiert. Hierbei wurde über die 
Derivatisierung zwischen freien und gebundenen Fettsäuren unterschieden. 
Für die Abbauversuche wurde einmalig autoklaviertes Abfallfett verwendet, da eine 
mehrmalige Sterilisation durch Autoklavierung zu einer Veränderung der 
Zusammensetzung des Abfallfetts, hin zu stärker polaren Fraktionen, geführt hat (siehe 
Abbildung 7.4). Um den Keimgehalt des Abfallfetts ggf. weiter zu senken, wurde eine 
Sterilfiltration (0,45 µm) durchgeführt. Diese Filtration führte zu keiner Veränderung 
des Abfallfetts. 
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Abbildung 7.3 GC-MS-Muster Abfallfett; nach Transmethylierung und Silylierung; von l. n. r.: 
C12:0 = Laurinsäuremethylester, C14:0 = Myristinsäuremethylester, 
C14:0 s.e. = Myristinsäuretrimethylsilylester, C16:1 = Palmitoleinsäuremethylester, 
C16:0 = Palmitinsäuremethylester, C16:0 s.e. = Palmitinsäuretrimethylsilylester, 
C18:1 = Ölsäuremethylester, C18:0 = Stearinsäuremethylester, 
C18:1 s.e. = Ölsäuretrimethylsilylester, C18:0 = Stearinsäuretrimethylsilylester; 
1 = Cholesterolesterderivat (genaue Struktur nicht bekannt) 
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CE 12.9 12.8 4.0
TG 27.4 27.1 20.8
FFA 27.4 27.5 35.7
1,3-DAG 12.1 12.2 4.8
1,2-DAG 11.7 11.8 9.8
MG 1.5 1.5 7.1
PR 7.0 7.2 17.6
FOG ohne Extraktion 1 x autoklaviert & 
extrahiert 2 x autoklaviert
 
Abbildung 7.4 Veränderung der relativen Mengenverhältnisse der Abfallfettinhaltsstoffe nach ein- 
und zweimaliger Autoklavierung; CE = Cholesterinester; TG = Triglyceride; FFA = 
Freie Fettsäuren; 1,3-DAG = 1,3-Diacylglycerin; Chol = Cholesterin; 1,2-DAG = 1,2-
Diacylglycerin; MG = Monoglyceride 
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7.2 Eignungstests der Mikroorganismen (Wachstums- und 
Tributyrintest) 
Zu den Vorstudien gehörten, neben der Entwicklung und Etablierung geeigneter 
Analysemethoden, ein Wachstumstest auf abfallfett- und erdnussölhaltigem 
Minimalnährmedium sowie ein Test auf Lipaseaktivität (Tributyrintest). Mit Hilfe 
dieser Tests sollten zwei grundlegende Fähigkeiten der Mikroorganismen getestet 
werden. Einerseits sollte die Fähigkeit der Organismen getestet werden, Abfallfett oder 
Erdnussöl als alleinige Kohlenstoffquelle nutzen zu können. Zum Anderen sollte mit 
Hilfe des Tributyrintests ergänzend überprüft werden, ob und in welchem Maße die 
ausgewählten Mikroorganismen die Fähigkeit besaßen, Lipasen zu bilden sowie diese 
zu exkretieren. 
Wachstumstest 
Im Vorfeld der Hauptstudien wurde das Wachstum der einzelnen Mikroorganismen auf 
MMO mit Abfallfett oder Erdnussöl als Kohlenstoffquelle untersucht, dabei über die 
Koloniegröße quantitativ erfasst und relativ zueinander ausgewertet. Die 
Mikroorganismen zeigten, je nach Substrat, verschieden grosse Kolonien, die als 
unterschiedlich starkes Wachstum interpretiert wurden. Neben den Reinkulturen wurde 
eine als „Isolat“ bezeichnete (Beschreibung siehe Material und Methoden Kapitel 
6.6.1.3), autochthone Mischkultur getestet. Durch diesen Test konnte bewertet werden, 
ob die untersuchten Reinkulturen für eine Bioaugmentation geeignet sein könnten. Das 
„Isolat“ bildete eine zusammenhängende Kolonie, deren Wachstum mit der 
Koloniebildung der Reinkulturen verglichen wurde. Die Mikroorganismen zeigen je 
nach Substrat unterschiedlich starkes Wachstum (siehe Tabelle 7.1). Im Versuchsansatz 
mit Erdnussöl zeigten alle Stämme ein Kolonienwachstum und somit die Fähigkeit, 
Erdnussöl, bzw. einige Bestandteile des Erdnussöls als Kohlenstoffquelle nutzen zu 
können. Bis auf Pseudomonas putida zeigten alle Mikroorganismen unterschiedlich 
starkes Wachstum auf den Testplatten. Das Bakterium Pseudomonas putida zeigte unter 
den gewählten Bedingungen kein Wachstum. 
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Tabelle 7.1 Wachstum der Mikroorganismen auf Minimalnährmedien; Kohlenstoffquelle: Abfallfett 
oder Erdnussöl; Kolonieform digital erfasst, Fläche mittels Software quantifiziert; 
(n=12) 
 
 Wachstum  
Organismus DSMZ-Nr. Erdnussöl Abfallfett 
Rhodococcus erythropolis  312 + + 
Rhodococcus rhodochrous 11097 + ++ 
Pseudomonas putida 291 + - 
Yarrowia lipolytica Stamm 1 1345 ++ +++ 
Yarrowia lipolytica Stamm 2 3286 ++ +++ 
Candida cylindracea  2031 + +++ 
Isolat (stark reduzierte autochthone Mischkultur) -/- ++ ++ 
+++ = starkes Wachstum, ++ = weniger starkes Wachstum, + = schwaches Wachstum, - = kein Wachstum 
Die Hefen Yarrowia lipolytica (Stamm 1), Yarrowia lipolytica (Stamm 2) und Candida 
cylindracea zeigten das stärkste Wachstum auf Abfallfett, im Vergleich zum „Isolat“. 
Vergleicht man die Ergebnisse beider Substrate miteinander, so fällt auf, dass das 
Abfallfett meist besser als Substrat genutzt werden konnte als Erdnussöl. 
Tributyrintest 
Die Produktion lipolytischer Enzyme wurde für jeden Organismus mit Hilfe des 
Tributyrintests getestet. Der Tributyrintest eignet sich, um festzustellen, ob die 
ausgewählten Mikroorganismen in der Lage waren, hydrolytisch aktive Exo-Enzyme zu 
bilden. Bei positiver hydrolytischer Aktivität bildeten sich auf dem trüben Agar klare 
Höfe um die Kolonien aus. Um die Lipasebildung erfassen zu können, wurde die Breite 
des klaren Hofs bestimmt. So war es möglich, die Hydrolaseproduktion der MO’s über 
die Zeit zu erfassen. Für die untersuchten Bakterien war keine Hofbildung feststellbar. 
Die getesteten Hefen zeigten hingegen eine klare Hofbildung, welche in Abbildung 4.1 
zusammengefasst und grafisch dargestellt wurde. 
Die Werte der Hofbreite zeigten eine leicht stärkere Hofbildung bei Candida 
cylindracea im Vergleich zu den Yarrowia Spezies. Betrachtete man jedoch das 
Verhältnis von Hofbreite zu Kolonieradius, so wurden deutlichere Unterschiede 
sichtbar. Candida cylindracea bildete vergleichsweise kleine Kolonien, bei 
gleichzeitigem Formen verhältnismässig grosser Höfe. Ein Vergleich der beiden 
Yarrowia-Stämme über dieses Verhältnis zeigte deutlichere Abweichungen. Der Stamm 
1 (Yarrowia lipolytica 1345) zeigte im Vergleich zum Stamm 2 (Yarrowia lipolytica 
3286) ein niedrigeres Verhältnis von Hofbreite zu Kolonieradius. Die Kolonien 
wuchsen stärker bei gleichzeitig geringerer Lipaseproduktion, repräsentiert durch die 
vergleichsweise kleinere Breite der klaren Höfe. 
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Abbildung 7.5 Produktion lipolytischer Enzyme – Hofbildung, quantifiziert über Hofbreite (links); 
Verhältnis von Hof zu Koloniegrösse (rechts); Yarrowia lipolytica 1 (DSM 1345), 
Yarrowia lipolytica 2 (DSM 3286) und Candida cylindracea (DSM  ), (n=12) 
Setzt man das Verhältnis von Hofbreite zu Kolonieradius gleich mit dem Verhältnis von 
Lipaseproduktion zu Wachstum, und nimmt man weiterhin an, dass die Koloniegrösse 
proportional zur Biomasse anwuchs, so zeigte Candida cylindracea die höchste 
Lipaseproduktion pro Biomasse und war damit der im Vergleich zu den beiden anderen 
Hefen leistungsfähigste Stamm. 
Erweiterung des Tributyrintests 
In einer Erweiterung des Tributyrintests wurde, neben der Bildung eines klaren Hofes 
um die Kolonie herum, auch die Koloniebildung selbst quantifiziert. Fügte man bereits 
bei der Applikation der Mikroorganismen freie Fettsäuren auf den Applikationspunkt 
hinzu, so war es möglich, den Einfluss dieser freien Fettsäure auf das Wachstum sowie 
auf die Lipaseproduktion zu erfassen. Es konnte so unter anderem geprüft werden, ob 
z.B. die Lipaseproduktion eines Mikroorganismenstamms durch freie Fettsäuren 
beeinflusst wurde. Die genaue Durchführung des Tests ist in Absatz 6.4.2 beschrieben. 
Zur Auswertung wurden verschiedene Werte, wie die Breite des Hofs, der Radius der 
Kolonie sowie das Verhältnis von Hofbreite zu Kolonieradius, herangezogen. Da die 
Bakterien laut erstem Test keine Exo-Lipasen bildeten, wurde für diese Untersuchung 
aufgrund des fehlenden Hofs auf die Koloniegröße als Kennwert zurückgegriffen. 
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Tabelle 7.2 Einfluss freier Fettsäuren auf das Wachstum der verschiedenen Bakterien; Kolonieform 
digital erfasst, Fläche mittels Software quantifiziert; (n=12) 
 
Pseudomonas 
putida 
Rhodococcus 
rhodochrous 
Rhodococcus 
erythropolis 
Tributyrin Vergleichsbasis Vergleichsbasis Vergleichsbasis 
Tributyrin + C6:0 positiv negativ positiv 
Tributyrin + C8:0 positiv negativ positiv 
Tributyrin + C12:0 negativ negativ negativ 
Tributyrin + C14:0 negativ negativ negativ 
Tributyrin + C16:0 negativ negativ sehr positiv 
Tributyrin + C17:0 negativ negativ positiv 
Tributyrin + C18:0 negativ negativ positiv 
Tributyrin + C18:1 negativ negativ positiv 
Tributyrin + C18:2 negativ negativ positiv 
Tributyrin + C22:0 negativ negativ positiv 
Kontrolle (Lösungsmittel) neutral positiv positiv 
Kontrolle (steril) negativ negativ negativ 
Die Ergebnisse dieses Tests zeigten, dass das Wachstum der Bakterien durch freie 
Fettsäuren beeinflusst wurde. Im Vergleich zu den Kontrollen wurde Pseudomonas 
putida von Fettsäuren mit einer Kettenlänge C12 bis C22 im Wachstum negativ 
beeinflusst. Rhodococcus rhodochrous zeigte in Gegenwart freier Fettsäuren kaum 
Wachstum, wurde jedoch von dem in der Applikationslösung enthaltenen Toluol im 
Wachstum gefördert. Dies war auch bei Rhodococcus erythropolis feststellbar. Jedoch 
zeigte dieser Stamm in Gegenwart von Palmitat ein im Vergleich zum Tributyrin ohne 
FFA sehr starkes Wachstum. Dem gegenüber wirkten sich Laurinsäure (C12:0) und 
Myristinsäure (C14:0) negativ auf das Wachstum von Rhodococcus erythropolis aus. 
Der Tributyrintest zeigte für die untersuchten Hefen eine deutliche Hofbildung. Diese 
Hofbildung, bzw. die Bildung von Lipasen wurde je nach Hefestamm von 
verschiedenen Fettsäuren unterschiedlich stark beeinflusst. Über die Hofbreite konnte 
bei Yarrowia lipolytica (DSM 1345) keine signifikante Beeinflussung durch bestimmte 
FFA festgestellt werden. Betrachtete man das Verhältnis von Hofbreite zu 
Kolonieradius bei Yarrowia lipolytica (DSM 3286), so zeigte sich ein deutlicher Effekt 
bei Testansätzen mit Fettsäuren C18:1 und C18:2. Das Verhältnis war deutlich zugunsten 
der Hofbreite verschoben, was auf eine stärkere Lipaseproduktion schließen ließ. 
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Abbildung 7.6 Einfluss verschiedener Fettsäuren auf die Bildung eines klaren Hofs (Hofbreite), durch 
Yarrowia lipolytica (DSM1345) auf tributyrinhaltigem Vollnährmedium; (n=12) 
 
Abbildung 7.7 Einfluss verschiedener Fettsäuren auf die Bildung eines klaren Hofs 
(Hofbreite/Kolonieradius) durch Yarrowia lipolytica (DSM 3286) sowie deren 
Wachstum auf tributyrinhaltigem Vollnährmedium; (n=12) 
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7.3 Bioaugmentationsstudien 
Die Ergebnisse dieser Studie werden im folgenden Kapitel, unterteilt in vier Bereiche, 
beschrieben. Zu Beginn werden die Ergebnisse der Abfallfett-Abbaustudie mit I) der 
autochthonen Mikroflora, II) mit Reinkulturen und III) mit definierten Mischkulturen 
beschrieben. Im darauf folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse zu einem 
Fettabscheider-Modell im Massstab (M 1/10) dargestellt. Anschließend folgt die 
Berschreibung der Resultate zur Formulierung eines mikrobiologischen Präparats sowie 
zweier Pilotversuche zum Abbau von Abfallfett innerhalb eines Fettabscheiders. 
Das Ziel war, die Fettfrachten von Gastronomieabwässern, die durch den 
Abscheideprozess innerhalb eines Fettabscheiders zurückgehalten wurden, mittels eines 
Bioaugmentationsverfahrens zu eliminieren. Um bewerten zu können, ob ein 
Bioaugmentationsverfahren mit Rein- oder Mischkulturen zur Eliminierung der 
Abfallfettfrachten möglich ist, wurden folgende Abbaustudien im Labormaßstab 
durchgeführt: 
In der ersten Abbaustudie wurde ein Versuchsansatz „abiotische Kontrolle“ 
durchgeführt, in dem das Abfallfett unter sterilen Bedingungen inkubiert wurde. Dieser 
Versuch zeigte die Effekte abiotischer Faktoren (z.B. Autooxidationsprozessen) auf die 
Eliminierung von Abfallfett und ließ eine Abschätzung zu, welchen Anteil die Biologie 
an der Eliminierung des Abfallfetts haben wird. Im Versuchsansatz „autochthone 
Mikroflora“, in dem unsteriles Abfallfett inkubiert wurde, konnte geklärt werden, 
welchen Einfluss die bereits im Abfallfett enthaltene Mikroorganismenflora auf die 
Eliminierung des Abfallfetts haben kann. Ergänzend hierzu wurde eine 
Anreicherungskultur der im Fett enthaltenen Mikroorganismen hergestellt. 
Mikroorganismen mit schnellstem Wachstum wurden in dieser Kultur bevorzugt 
selektioniert. 
Die Anreicherungskultur wurde im Versuchsansatz „Isolat“ eingesetzt, Penicillium 
corylophilum wurde als dominierender Organismus mittels klassischer 
Bestimmungsmethoden von Herrn Dipl. Biol. Wolfgang Heinen, Sachverständiger für 
Schimmelpilze (RWTH-Aachen), und ergänzend durch die in Kapitel 6.5.5 
beschriebenen molekularbiologischen Methoden, eindeutig identifiziert. Neben diesem 
Pilz konnten noch drei Bakterienstämme mittels DGGE detektiert werden, deren genaue 
Identität aufgrund der sehr schwach ausgeprägten Banden nicht weiter aufgeklärt 
werden konnte. 
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Es folgten zwei weitere Abbaustudien, in der steriles Abfallfett mit Mikroorganismen 
der Vorstudien, einzeln und in Kombination, inkubiert wurde. So sollte geklärt werden, 
welche Mikroorganismen für die Eliminierung von Abfallfett geeignet waren, zur 
Formulierung eines mikrobiologischen Präparats verwendet und anschließend im 
Bioaugmentationsverfahren eingesetzt werden konnten. 
Alle Versuchsreihen wurden jeweils in drei parallelen Ansätzen (n=3) durchgeführt. Die 
Versuchsreihen „autochthone Mikroflora“ sowie „Isolat“ wurden als 
Vergleichsgrundlage herangezogen, um die in der Vorstudie ausgewählten und in der 
Hauptstudie getesteten Mikroorganismen hinsichtlich ihrer Abfallfetteliminierung 
bewerten zu können. Letztendlich konnte bewertet werden, welche Mikroorganismen/-
mischungen vorteilhaft für das angestrebte Bioaugmentationsverfahren waren. 
7.3.1 Abbaustudie I: Kontrollversuch 
Im Kontrollversuch wurde der Effekt der autochthonen Mikroflora und einer isolierten 
Mischkultur auf den Abfallfettabbau untersucht und mit Veränderungen des Abfallfetts, 
verursacht durch abiotische Vorgänge, verglichen. Wie in Abschnitt 6.5.1 beschrieben, 
wurde nach Extraktion des gesamten Ansatzes und Entfernung des Lösungsmittels die 
Wiederfindung des Abfallfetts bzw. FOG gravimetrisch bestimmt. Die Differenz der 
Wiederfindung zwischen Probe und abiotischer Kontrolle wurde als biotischer Abbau 
des Abfallfetts definiert. 
In Abbildung 7.8 wird der Verlauf des Abbaus der Versuchsreihen „autochthone 
Mikroflora“, „Isolat“ und „abiotische Kontrolle“ dargestellt. Die abiotische Kontrolle 
zeigte über den Versuchszeitraum von 14 Tagen im Vergleich zu T0 eine sehr geringe 
Abnahme um 14,7 mg FOG. Das entsprach einer Senkung der Wiederfindung um 7,4%. 
Im Vergleich dazu zeigte sich im Versuch „Isolat“ innerhalb der 14 Tage eine Abnahme 
des extrahierbaren Abfallfetts um mehr als 66% auf 53 mg. Hier waren bereits binnen 
zwei Tagen 50% des FOGs abgebaut. Einen ähnlichen Verlauf zeigte die 
Wiederfindung des FOG im Versuchsansatz „autochthone Mikroflora“. Im Vergleich 
zur abiotischen Kontrolle, bauten hier die Mikroorganismen innerhalb von 14 Tagen 
57,4% (129,5 mg) des applizierten Abfallfetts ab. Damit lag die Elimination dieser 
Versuchsreihe knapp 10% unter der des isolierten Konsortiums. In beiden 
Versuchsreihen zeigte sich ein deutlicher biotischer Abbau aufgrund der im Abfallfett 
vorhandenen Mikroorganismen. Der durch die Anreicherungskultur erzielte Abbau 
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verlief im Vergleich zur autochthonen Mischkultur schneller und erreichte eine höhere 
Fetteliminierung am Ende der Inkubation. 
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Abbildung 7.8 Vergleich der abiotischen Kontrolle mit dem Abfallfettabbau des Versuchsansatzes 
„autochthone Mikroflora“ und dem „Isolat“; aerobe Inkubation bei 28°C, 70rpm, unter 
Lichtausschluss; (n=3) 
Wie die abiotische Kontrolle dieses Versuchs zeigte (siehe Abbildung 7.8), gab es 
abiotische Effekte während der Inkubation von 14 Tagen, die zu einer Herabsetzung der 
Wiederfindung von ca. 8% führten. Aufschluss über die Ursachen dieser reduzierten 
Wiederfindung brachte die genauere Untersuchung mittels der in Abschnitt 6.5.2 
beschriebenen HPTLC. Hierzu zeigt die Abbildung 7.9 die Änderungen in der 
Zusammensetzung des aus den abiotischen Kontrollen extrahierten Abfallfetts. Der 
Vergleich zwischen appliziertem, sofort extrahiertem Abfallfett (T0 = 0 Tage) und nach 
6 sowie 14 Tagen FOG zeigte einen deutlichen Drift der relativen Mengen der 
Abfallfettinhaltsstoffe hin zu stärker polaren Bestandteilen. Dies zeigte sich zum einen 
in der Abnahme der Cholesterinester (CE) von 12,8% auf 8,2%, der Triglyceride (TG) 
von 27,1% auf 12,1% und der deutlichen Zunahme an freien Fettsäuren (FFA) und 
polaren Rückständen (PR). 
Die gaschromatographische Analyse (Abbildung 7.10) zeigte, dass sich auch in der 
abiotischen Kontrolle die Menge an Ölsäuremethylestern von 57 mg (Applikation) auf 
32,3 mg (nach 14 Tagen) verringerte, während die Menge an Palmitinsäuremethylestern 
und Trimethylsilylestern nahezu konstant blieb. Eine mögliche Erklärung für die 
Abnahme der Ölsäuremethylester in der abiotischen Kontrolle wird in der Diskussion 
gegeben. 
7 Ergebnisse 
 
 98 
 
0
25
50
75
100
Pr
o
ze
n
tu
al
e 
Ve
rt
ei
lu
n
g
de
r 
FO
G
-
Be
st
an
dt
ei
le
 
[%
]
CE 12.8 8.6 8.2
TG 27.1 15.6 15.0
FFA 27.5 33.5 33.9
1,3-DAG 12.2 4.8 5.2
1,2-DAG 11.8 13.8 6.4
MG 1.5 10.8 11.9
PR 7.2 12.9 19.5
Tag 0 Tag 6 Tag 14
 
Abbildung 7.9 Veränderungen in der FOG-Zusammensetzung in der abiotischen Kontrolle;, CE = 
Cholesterinester; TG = Triglyceride; FFA = Freie Fettsäuren; 1,3-DAG = 1,3-
Diacylglycerin; 1,2-DAG = 1,2-Diacylglycerin; MG = Monoglyceride; PR = polare 
Rückstände; (n=3) 
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Abbildung 7.10 Wiederfindung der freien (TMSi) und gebundenen (ME) Fettsäuren über den 
Versuchszeitraum von 14 Tagen; abiotische Kontrolle; 200 mg FOG / 25 mL 
Mineralnährmedium; angegeben ist die gesamte wiedergefundene Masse im Ansatz 
[mg]; (n=3) 
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Alle weiteren Abbaustudien wurden unter Berücksichtigung der abiotischen Effekte auf 
Extraktionserfolg bzw. Wiederfindung des Abfallfetts durchgeführt. Der 
Versuchsansatz „abiotische Kontrolle“ diente also in den weiteren Studien als 
Vergleichsgrundlage zur Bewertung des mikrobiologischen Abbaus. 
Neben dem bereits geschilderten Abfallfettabbau im Versuch „autochthone Mikroflora“ 
wurden nur leichte Veränderungen und Schwankungen in der relativen 
Zusammensetzung des FOG-Musters detektiert. Die in Abbildung 7.11 dargestellte 
Grafik zeigt diese Änderung der relativen Verteilung der Abfallfettbestandteile während 
der Inkubation des unsterilen Abfallfetts. Wie man der Abbildung entnehmen kann, 
blieben deutliche Tendenzen in der Zusammensetzung oder eine Anreicherung 
bestimmter Fraktionen, aus. Der relative Anteil freier Fettsäuren war am Ende der 
Inkubation kaum höher als zu Beginn (T0 = 26,5 % zu T5 = 28,9 %). 
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Abbildung 7.11 Veränderungen in der FOG-Zusammensetzung durch Mikroorganismen im 
Versuchsansatz „autochthone Mikroflora“ bei einer initialen Belastung von 8 g/L FOG; 
CE = Cholesterinester; TG = Triglyceride; FFA = Freie Fettsäuren; 1,3-DAG = 1,3-
Diacylglycerin; 1,2-DAG = 1,2-Diacylglycerin; MG = Monoglyceride; PR = polare 
Rückstände; (n=3) 
Ein Vergleich zum Versuchsansatz „Isolat“ verdeutlichte die Unterschiede in der 
Dynamik der Veränderung des FOG-Musters (vgl. siehe Abbildung 7.12). Der relative 
Anteil freier Fettsäuren schwankte deutlich. Auch die Fraktion der polaren Rückstände 
schwankte und fand zeitweise ein Maximum von 18% am fünften Tag der Inkubation. 
Schlussendlich wurden am Endpunkt der Inkubation annähernd gleiche 
Verteilungsmuster erreicht. Der biotische Abfallfettabbau schien in den beiden 
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Ansätzen einen unterschiedlichen Verlauf genommen zu haben. Während der Verlauf 
im Ansatz „Autochthone Mikroflora“ relativ homogen erfolgte zeigte sich in „Isolat“ 
nach bereits einem Tag eine deutliche Abnahme des relativen Anteils freier Fettsäuren 
am Gesamtgemisch von 28,6% auf 15%. Zudem zeigte sich am Tag fünf der Inkubation 
ein deutlicher Anstieg in den Fraktionen „polare Rückstände“ und „freie Fettsäuren“, 
bei gleichzeitigem Rückgang des relativen Triglyceridanteils. 
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PR 7.2 7.6 6.6 18.1 6.4 6.4
Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 5 Tag 6 Tag 14
 
Abbildung 7.12 Veränderungen in der FOG-Zusammensetzung durch Mikroorganismen des „Isolats“ 
bei einer initialen Belastung von 8 g/L FOG, CE = Cholesterinester; TG = Triglyceride; 
FFA = Freie Fettsäuren; 1,3-DAG = 1,3-Diacylglycerin; 1,2-DAG = 1,2-
Diacylglycerin; MG = Monoglyceride; PR = polare Rückstände; (n=3) 
Die Abbildungen 7.13-15 zeigen die Ergebnisse der in Absatz 6.5.4 beschriebenen GC-
MS-Analyse für die Versuchsansätze „abiotische Kontrolle“, „autochthone Mikroflora“ 
und “Isolat“. Die Analyse wurde durchgeführt, um die Abfallfett-Degradation bezüglich 
der Verwertung von gebundenen sowie freien Fettsäuren bewerten zu können. Hierzu 
wurde die Wiederfindung der zwei Hauptbestandteile des FOGs, Palmitinsäure (C16:0) 
und Ölsäure (C18:1), in freier (TMSi) und gebundener (ME) Form, über die Zeit 
quantifiziert. 
Ergebnisse der GC-MS-Anaylse zeigten im Versuch „Isolat“ (Abbildung 7.13) und 
„autochthone Mikroflora“ (Abbildung 7.14) Unterschiede im Verlauf der 
Wiederfindung der vier untersuchten Komponenten. Hier verlief die Wiederfindung 
bzw. der Abbau der Methylester von Öl- und Palmitinsäuren unterschiedlich. 
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C16:0 ME
C16:0 TMSi
C18:1 ME (95%)
C18:1 TMSi (95%)
C16:0 ME 10.23 4.16 3.91 4.50 3.96 1.60
C16:0 TMSi 3.04 2.12 0.70 0.67 0.63 0.81
C18:1 ME (95%) 56.94 18.55 17.73 18.48 15.40 4.84
C18:1 TMSi (95%) 10.95 9.96 3.44 2.17 1.90 0.27
Applikation 1 2 5 6 > > > 14
 
Abbildung 7.13 Wiederfindung der freien (TMSI) und gebundenen (ME) Fettsäuren über den 
Versuchszeitraum von 14d; Degradation des Abfallfes nach Bioaugmentation mit einer 
Anreicherungskultur („Isolat“) aus Abfallfett; 200 mg FOG / 25 mL 
Mineralnährmedium; angegeben ist die gesamte wiedergefundene Masse im Ansatz 
[mg]; (n=3) 
Im Versuchsansatz „Isolat“ nahmen Palmitinsäuretrimithylsilylester (C16:0-TMSi) über 
den Zeitraum der Inkubation ab. Die Palmitinsäuremethylester (C16:0-ME) zeigten eine 
ähnliche Stagnation in der Abnahme wie der Gehalt an Ölsäuretrimethylsilylester 
(C18:1-ME). In den ersten 6 Tagen der Inkubation schwankten die Werte zwischen 
4,5 mg und 3,9 mg (C16:0-ME) bzw. 18,6 mg und 15,4 mg (C18:1-ME). Am Ende der 
Inkubation sank der Gehalt beider Methylester (ME) deutlich ab. Die freien Fettsäuren, 
als Trimethylsilylester (TMSi) nachgewiesen, zeigten im Vergleich zu den gebundenen 
Fettsäuren, einen stärkeren Rückgang. Ihr Gehalt nahm kontinuierlich ab. Ein direkter 
Vergleich mit dem im Versuch „abiotische Kontrolle“ nach 14 Tagen erreichten 
Fettsäureanteilen zeigt einen deutlichen Effekt der im Fett bereits enthaltenen 
Mikroorganismen auf den Abbau dieser Fettsäuren (siehe Tabelle 7.3). Gebundenes und 
freies Palmitat wurde von den autochthonen Mikroorganismen um 65% bzw. 84% 
eliminiert und Oleat wurde in gebundener Form um 75% sowie als freie Fettsäure um 
81% eliminiert. Durch eine Anreicherung einiger autochthoner Mikroorganismen 
(„Isolat“) konnte die Elimination nach 14 Tagen Inkubation größtenteils gesteigert 
werden. Bei freiem Palmitat sank jedoch die eliminierte Menge nur um 66%, verglichen 
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mit der abiotischen Kontrolle. Organismen, die zuvor das freie Palmitat eliminierten, 
sind anscheinend teilweise während der Anreicherung verlorengegangen. 
Tabelle 7.3 Fettsäure-/estergehalt nach 14 Tage Inkubation in Versuchsansatz „Isolat“ und 
„autochthone Mikroflora“; relativer Vergleich zur abiotischen Kontrolle 
  Eliminierung der FA u. FA-Ester [%] 
 „autochthone Mikroflora“ „Isolat“ 
C16:0-ME -65 -80 
C16:0-TMSiE -84 -66 
C18:1-ME -75 -85 
C18:1-TMSiE -81 -96 
Der Versuchsansatz „autochthone Mikroflora“ zeigte im Vergleich zum „Isolat“ 
Unterschiede im Verlauf der Wiederfindung der Fettsäureester. In beiden Fällen wurde 
deutlich, dass schon zu Beginn des Abbauversuchs (1d) mehr als die Hälfte der 
applizierten gebundenen Ölsäure nicht wiedergefunden werden konnte, also entweder 
zur freien Fettsäure umgewandelt, oder eliminiert wurde. Die Menge an 
Palmitinsäuremethylestern sank im Versuchsansatz „Isolat“ nach einem Tag auf knapp 
50% der Ausgangsmenge und blieb bis zum sechsten Tag der Versuchsreihe nahezu 
konstant. Die Palmitinsäuretrimethylsilylester (C16:0-TMSiE) zeigten eine ähnliche 
Dynamik. Der Gehalt an gebundenen Palmitat (C16:0-ME) sankt nach einem Tag 
Inkubation um 67% auf 3,4 mg, schwankte dann um Werte zwischen 3,9 - 2,8 mg. 
Ähnlich verlief die Wiederfindung der Ölsäuremethylester (C18:1-ME) über die Zeit. 
Einer Abnahme im Ölsäuremethylester-Gehalt um ca. 70% (17,7 mg) folgte ein Anstieg 
auf 20,3 mg (t = 2 Tage). Am Ende der Inkubation lag der Gehalt bei 8,2 mg C18:1-ME. 
Auch die freien Fettsäuren zeigten Unterschiede in der Abbaudynamik. Der Gehalt an 
freiem Palmitat sank kontinuierlich von 3,04 mg applizierter Menge auf 0,4 mg (C16:0-
TMSi) nach 14 Tagen Inkubation. Für freie Ölsäure (C18:1-TMSi) konnte am ersten 
Tag der Inkubation ein deutlicher Anstieg auf 23 mg gemessen werden. Der 
darauffolgende Abbau des freien Oleats erfolgte nur langsam. 
Der in Tabelle 7.3 dargestellte Vergleich verdeutlicht die Unterschiede im 
Abfallfettabbau der beiden Ansätze „Isolat“ und „autochthone Mikroflora“. Die 
Anreicherungskultur „Isolat“ lieferte im Vergleich zur abiotischen Kontrolle wesentlich 
niedrigere Werte für die Wiederfindung der Fettsäuren bzw. deren Ester, als die 
Mikroorganismgemeinschaft der „autochthonen Mikroflora“. Vor allem der Gehalt an 
gebundenen Palmitat (1,2 mg) sowie Oleat (8,2 mg) machten nach 14 Tagen den 
Unterschied aus. 
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C16:0 ME
C16:0 TMSi
C18:1 ME (95%)
C18:1 TMSi (95%)
C16:0 ME 10.23 3.40 3.97 3.22 3.38 2.83
C16:0 TMSi 3.04 3.18 1.94 0.56 0.59 0.38
C18:1 ME (95%) 56.94 17.66 20.25 13.03 13.18 8.17
C18:1 TMSi (95%) 10.95 23.03 11.71 2.05 2.87 1.20
Applikation 1 2 5 6 > > > 14
 
Abbildung 7.14 Wiederfindung der freien (TMSi) und gebundenen (ME) Fettsäuren über den 
Versuchzeitraum von 14d; Degradation des Abfallfetts durchMikroorganismen der 
„autochthonen Mikroflora“; 200 mg FOG / 25 mL Mineralnährmedium; angegeben ist 
die gesamte wiedergefundene Masse im Ansatz [mg]; (n=1) 
Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen (Sequenzierung nach 
DGGE) 
Die Auftrennung der Amplifikate für 16S- und 18S-rDNA mittels DGGE und die 
anschließende Sequenzanalyse der dominanten Banden ergab die in Tabelle 7.4 
aufgeführten Mikroorganismengemeinschaft. Die Gemeinschaften wurden jeweils zu 
Beginn und zum Ende der Bioaugmentationstests erhoben. Die Analyse der am 
deutlichsten ausgeprägten 18S-rDNA-Banden hat ergeben, das Penicillium sp. laut 
Sequenzierung die dominante Gattung der autochthonen Gemeinschaft sowie des 
„Isolats“ war. 
Die Analyse mittels 16S-rDNA-universal Primern machte deutlich, dass Bakterien 
bereits ebenfalls in der autochthonen Mikroflora vorhanden waren, da diese via DGGE 
nach einem Tag Inkubation detektierbar waren. Generell zeigte sich im Ansatz 
„autochthone Mikroflora“ die komplexeste Organismengemeinschaft, repräsentiert 
durch die größte Anzahl an Banden in der DGGE. Diese Komplexität nahm mit der 
Inkubationszeit zu. Während zu Beginn der Inkubation Penicillium sp. und Aspergillus 
sp. als vorherrschende Mikroorganismen identifiziert wurden, zeigten sich zum Ende 
der Inkubation zusätzliche Gattungen im Versuchsansatz. Neben den zu Beginn 
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detektierbaren Gattungen konnten nach 14 Tagen Stämme der Gattungen Aspergillus 
sp., Geotrichum sp., Rhizopus sp. und Bacillus sp. nachgewiesen werden. 
Tabelle 7.4 Sequenzierung nach DGGE: Vergleich der Versuchsansätze „Isolat“ und „autochthonen 
Mikroflora; Sequenzierung der 18S-rDNA-Banden im Bereich des Gradient von ca. 
24 % zu 27 % denaturierenden Reagenz sowie der 16S-rDNA-Banden im 
Gradientbereich ca. 52 % zu 62 %; nach t=1d und t=14d; I-XI = DNA-Sequenzen der 
jeweiligen Mikroorganismen, die dem Anhang Tabelle 10.13 entnommen werden 
können 
dominierende Mikroorganismen weniger stark dominierende 
Mikroorganismen 
 
16S-rDNA 18S-rDNA 16S-rDNA 18S-rDNA 
„Autochthone 
Mikroflora“ 
  Penicillium sp. 
(corylophilum)I 
  Aspergillus sp. (niger)VI 
„Isolat“   Penicillium sp. 
(corylophilum)II 
    t=1d 
Abiotische 
Kontrolle 
-/- -/- -/- -/- 
„Autochthone 
Mikroflora“ 
  Penicillium sp. 
(corylophilum)III 
Aspergillus sp. 
(niger)IV; 
Bacillus sp. 
(subtilis)XI 
Aspergillus sp. (oryzae)VII 
Geotrichum sp. 
(candidum)VIII 
Rhizopus sp. (oryzae)IX 
„Isolat“ Bacillus sp. 
(subtilis)X 
Penicillium sp. 
(corylophilum)V 
    
t=14d 
Abiotische 
Kontrolle 
-/- -/- -/- -/- 
Im „Isolat“ wurde bei Versuchsbeginn in Übereinstimmung mit dem Ergebnis der 
klassischen Bestimmung ein Stamm der Gattung Penicillium sp. detektiert. Am Ende 
der Inkubation konnte zusätzlich ein Bakterium der Gattung Bacillus sp. (evt. B. 
subtilis) identifiziert werden. Die abiotische Kontrolle zeigte auch nach 14 Tagen 
Inkubation keine detektierbaren Organismen. 
7.3.2 Abbaustudie II: Bioaugmentation mit Reinkulturen 
Diese Studie wurde unternommen, um bewerten zu können, ob ein Mikroorganismus 
vorteilhaft zur Eliminierung von Abfallfett eingesetzt werden kann. Der durch die 
Reinkulturen erzielte Fettabbau wurde mit der abiotischen Kontrolle verrechnet und 
relativ zur „autochthonen Miroflora“ (entspricht X-Achse) dargestellt. 
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Ein Bioaugmentationserfolg lag dann vor, wenn eine signifikante Differenz (p < 0,05) 
zur autochthonen Mikroflora erkennbar war und der eingesetzte Mikroorganismus im 
Versuchansatz nach der Inkubation als dominante Spezies nachweisbar war. 
Bakterien im Vergleich zur „autochthonen Mikroflora“ 
Die ausgewählten Bakterien zeigten in der Abbaustudie deutliche Varianzen beim 
Abbau des Abfallfetts. Der direkte Vergleich zur „autochthonen Mikroflora“ 
(Abbildung 7.15) verdeutlicht diese Unterschiede. 
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Augmentation mit Isolat aus Abfallfett
Rhodococcus rodochrous
Rhodococcus erythropolis
Augmentation mit Isolat aus Abfallfett -0.1 -8.1 -41.7 -53.5 -31.7 -41.1
Rhodococcus rodochrous -0.2 15.5 34.2 -10.2 17.2 7.1
Rhodococcus erythropolis 0.0 5.0 22.9 -3.9 22.2 24.6
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Abbildung 7.15 Elimination von Abfallfett nach Bioaugmentation mit (a) Rhodococcus rhodochrous 
(DSM 312) und (b) Rhodococcus erythropolis (DSM 11097), im Vergleich zur 
„autochthonen Mikroflora“ (Differenz der Wiederfindung; negative Werte = geringere 
Wiederfindung  höhere Elimination); (n=3) 
Sowohl die Bioaugmentation mit Rhodococcus rhodochrouss (DSM 312) als auch mit 
Rhodococcus erythropolis (DSM 11097) erbrachte, verglichen mit der „autochthonen 
Mikroflora“, eine leicht geringere Elimination des Abfallfetts. Beide Rhodococcus sp. 
zeigten ähnliche Eliminationsleistungen für Abfallfett (siehe Tabelle 7.5). Am Ende des 
Tests wurden ca. 61% der applizierten Abfallfettmenge durch Rhodococcus erythropolis 
eliminiert. Rhodococcus rhodochrous erzielte im selben Zeitraum eine 53%ige 
Elimination. 
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Tabelle 7.5 Wiederfindung des FOG in Abhängigkeit zur Inkubationsdauer (n=3); Bioaugmentation 
mit Bakterien in Reinkultur; aerob, 28°C unter Lichtausschluss; FOG = engl. Fat, Oil 
and Grease; STABW11 = Standardabweichung 
 
Rhodococcus erythropolis 
(DSM 312) 
Rhodococcus rhodochrous 
(DSM 11097) 
Inkubationszeit [d] FOG [mg] STABW[mg] FOG [mg] STABW[mg] 
0 200,0 0,6 200,1 0,6 
1 161,3 10,2 150,8 12,7 
2 149,1 4,3 137,8 10,8 
5 106,0 11,3 112,3 14,6 
6 101,4 14,4 106,5 17,4 
14 77,5 11,2 95,1 16,1 
Die weitere Analyse mittels HPTLC zeigte keine wesentlichen Unterschiede zwischen 
den beiden Bakterienstämmen. Einige kleinere Unterschiede wies das Muster der 
Abfallfettbestandteile jedoch auf. Ein Unterschied zeigte sich zu Beginn des Tests. Im 
Ansatz mit Rhodococcus rhodochrous lag nach einem Tag Inkubation der gemessene 
Gehalt an FFA und Monoglyceriden (MG) deutlich unterhalb des mit Rhodococcus 
erythropolis beimpften Ansatzes. In beiden Ansätzen zeigten sich Verschiebungen in 
der relativen Zusammensetzung, hin zu stärker polaren Bestandteilen. Im Versuch mit 
Rhodococcus erythropolis wurden erhöhte Werte an MG bis zum sechsten Tag 
gemessen. Am Schluss der Inkubation war diese Verschiebung nicht mehr detektierbar. 
Die Analysedaten der Gaschromatographie (siehe Abbildung 7.17) zeigten für beide 
Versuchsansätze deutliche Abweichungen in der Elimination gebundener sowie freier 
Fettsäuren. Die Inkubation des Abfallfetts mit Rhodococcus rhodochrous führte dazu, 
dass schon nach dem ersten Tag der Kultivierung 75% der Hauptbestandteile des 
Abfallfetts eliminiert wurden. Diese Elimination setzte sich im Laufe der Zeit nicht 
weiter fort. Freie Fettsäuren wurden weiterhin eliminiert, aber der gebundene Teil der 
Fettsäuren Oleat und Palmitat wurde nur langsam umgesetzt. 
Für Rhodococcus erythropolis verlief die Elimination dieser Fettsäuren weniger schnell. 
Nach einem Tag lag die Elimination bei ca. 40% der applizierten Menge Fettsäuren. 
Auch hier zeigte sich eine Stagnation im Eliminierungsprozess bereits nach zwei Tagen 
der Inkubation. 
                                                 
11
 STABW verwendet die folgende Formel: 
      
Dabei ist x der Stichprobenmittelwert MITTELWERT(Zahl1;Zahl2;…) und n der Stichprobenumfang. 
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Die molekularbiologische Untersuchung der Proben (siehe Anhang Tabelle 10.11) 
ergab, dass sowohl Rhodococcus rhodochrous als auch Rhodococcus erythropolis in 
den jeweiligen Versuchsansätzen dominierend waren. Es konnten neben diesen 
Bakterien keine weiteren Organismen detektiert werden. 
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CE 12.8 6.1 7.2 6.6 6.7 7.1
TG 27.1 23.5 25.2 27.9 27.9 23.2
FFA 27.5 22.9 32.0 31.2 34.5 35.1
1,3-DAG 12.2 13.9 10.4 10.2 12.4 13.4
1,2-DAG 11.8 8.7 9.9 9.4 6.5 7.9
MG 1.5 13.6 10.1 8.7 5.7 7.2
PR 7.2 11.3 5.2 6.1 6.3 6.1
Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 5 Tag 6 Tag 14
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CE 12.8 4.8 7.7 7.1 5.6 9.7
TG 27.1 20.5 23.9 31.8 26.9 30.7
FFA 27.5 31.7 28.9 19.8 32.1 32.5
1,3-DAG 12.2 12.4 12.8 16.1 11.2 12.4
1,2-DAG 11.8 8.4 8.5 9.9 8.3 7.3
MG 1.5 18.6 15.3 12.4 11.6 3.6
PR 7.2 3.7 2.9 3.0 4.4 3.8
Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 5 Tag 6 Tag 14
(b) 
Abbildung 7.16 Veränderungen im Muster des extrahierten Abfallfetts nach Bioaugmentation mit (a) 
Rhodococcus rhodochrous (DSM 312) und (b) Rhodococcus erythropolis (DSM 
11097); CE = Cholesterinester; TG = Triglyceride; FFA = Freie Fettsäuren; 1,3-DAG = 
1,3-Diacylglycerin; 1,2-DAG = 1,2-Diacylglycerin; MG = Monoglyceride; PR = polare 
Rückstände; (n=3) 
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C16:0 ME
C16:0 TMSi
C18:1 ME (95%)
C18:1 TMSi (95%)
C16:0 ME 10.23 1.80 3.12 3.07 2.26 1.04
C16:0 TMSi 3.04 2.11 1.67 0.72 0.69 0.41
C18:1 ME (95%) 56.94 6.97 11.45 10.92 7.42 2.82
C18:1 TMSi (95%) 10.95 9.82 9.15 3.22 3.51 1.12
Applikation 1 2 5 6 > > > 14
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C16:0 ME
C16:0 TMSi
C18:1 ME (95%)
C18:1 TMSi (95%)
C16:0 ME 10.23 5.44 3.56 2.41 2.56 1.28
C16:0 TMSi 3.04 2.43 1.41 0.88 1.17 0.87
C18:1 ME (95%) 56.94 24.07 13.75 8.30 9.05 3.71
C18:1 TMSi (95%) 10.95 12.82 5.82 3.52 5.14 3.35
Applikation 1 2 5 6 > > > 14
(b) 
Abbildung 7.17 Wiederfindung der freien (TMSi) und gebundenen (ME) Fettsäuren über den 
Versuchszeitraum von 14d; Degradation des Abfallfetts durch (a) Rhodococcus 
rhodochrous (DSM 312) und (b) Rhodococcus erythropolis (DSM 11097); Änderung 
der Fettsäuremengen mit der Inkubationszeit; 200 mg FOG / 25 mL 
Mineralnährmedium; angegeben ist die gesamte wiedergefundene Masse im Ansatz 
[mg]; (n=3) 
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Bioaugmentation mit Hefen im Vergleich zur „autochthonen Mikroflora“ 
Die ausgewählten Hefen zeigten in der Abbaustudie deutliche Unterschiede bei der 
Elimination des Abfallfetts. Der direkte Vergleich zur „autochthonen Mikroflora“ 
(entspricht X-Achse) verdeutlichte diese Unterschiede (siehe Abbildung 7.18). 
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Candida cylindracea 2031 
Yarrowia lipolytica 1345 
Yarrowia lipolytica 3286
Candida cylindracea 2031 0.0 22.0 -24.5 -65.9 -44.8 -41.9
Yarrowia lipolytica 1345 0.2 -27.3 -47.5 -65.9 -36.2 -41.8
Yarrowia lipolytica 3286 -0.2 2.5 19.5 -4.3 31.0 11.4
0 1 2 5 6 14
 
Abbildung 7.18 Wiederfindung des Abfallfetts nach Bioaugmentation mit a) Candida cylindracea 
(DSM 2031) b) Yarrowia lipolytica (DSM 1345) sowie c) Yarrowia lipolytica (DSM 
3286) relativ zum Versuchsansatz „autochthone Mikroflora“, entspricht x-Achse; (n=3) 
Die Hefe Yarrowia lipolytica (DSM 3286) zeigte hingegen einen deutlich schwächeren 
Umsatz des Abfallfetts. Der Test dieser Hefe verlief mit großen Schwankungen (siehe 
Tabelle 7.6) von bis zu 36% in der Wiederfindung paralleler Ansätze. 
Ein Blick auf die Ergebnisse der HPTLC zeigte vor allem für Yarrowia lipolytica (DSM 
3286) einen massiven Anstieg freier Fettsäuren (43,3% nach einem Tag) in der relativen 
Verteilung der Fettbestandteile. Dieser hohe Anteil am Gesamtabfallfett bleibt über die 
gesamte Testzeit erhalten. Im Versuch mit Candida cylindracea und Yarrowia lipolytica 
(DSM 1345) sank der Gehalt an freien Fettsäuren und der relative Anteil polarer 
Rückstände stieg stark an. Diese Rückstände nahmen über sie Zeit wieder kontinuierlich 
ab, wohingegen der Wert für freie Fettsäuren in Versuchsverlauf stark schwankte. Ab 
Tag zwei des Abbauversuchs mit Candida cylindracea stieg der relative Gehalt an 1,3-
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DAG kontinuierlich an. Zum Ende der Inkubation machte dieser Bestandteil einen 
Anteil von über 21% aus. 
Tabelle 7.6 Wiederfindung des Abfallfetts (FOG) in Abhängigkeit zur Inkubationsdauer; 
Bioaugmentation mit Hefen in Reinkultur; aerob, 28°C, unter Lichtausschluss; STABW 
= Standardabweichung; (n=3) 
  
Candida cylindracea 
(DSM 2034) 
Yarrowia lipolytica 
(DSM 1345) 
Yarrowia lipolytica 
(DSM 3286) 
Inkubationszeit [d] 
FOG 
[mg] 
STABW 
[mg] 
FOG 
[mg] 
STABW 
[mg] 
FOG 
[mg] 
STABW 
[mg] 
0 200,08 0,5 200,3 0,4 199,9 0,5 
1 167,77 15,5 118,5 13,1 148,2 19,8 
2 90,42 8,4 67,5 12,5 134,4 10,8 
5 50,33 10,2 50,4 9,2 111,9 25,1 
6 39,42 3,3 48,0 5,4 115,3 11,1 
14 28,55 2,0 28,6 3,5 81,8 29,5 
Dieser kontinuierliche Anstieg deutete auf eine schlechtere Verwertung bestimmter 
Diacylglycerole hin. Der Beweis hierfür konnte nicht erbracht werden. Im Ansatz mit 
Yarrowia lipolytica (DSM 1345) wurde am zweiten Testtag das 1,2-DAG als stärkste 
Fraktion mit dem größten relativen Anteil an der extrahierten Gesamtfettmasse 
identifiziert. Im Gegensatz zu Candida cylindracea war Yarrowia lipolytica (DSM 
1345) in der Lage 1,3-DAG bis auf einen relativen Anteil von 5% nach 14 Tagen zu 
senken. 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Kombination aus Candida cylindracea 
und Yarrowia lipolytica (DSM 1345) Vorteile für die Eliminierung der Abfallfettfracht 
bieten könnte. Beide Stämme könnten sich bezüglich der Verwertung von 1,3-DAG und 
1,2-DAG ergänzen. Yarrowia lipolytica (DSM 3286) schien eine sehr wirkungsvolle 
Lipase zu exkretieren. Die Freisetzung der Fettsäuren schien jedoch ein Problem für den 
Organismus darzustellen. Diese Probleme könnten in der Nutzung oder der Aufnahme 
der freigesetzten Fettsäuren liegen. Es könnt aber auch z.B. durch Sorption der 
Fettsäuren an Zellwänden zu einem Versorgungsdefizit der Zelle gekommen sein. 
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(c) 
Abbildung 7.19 Änderung der Zusammensetzung des extrahierten Abfallfetts nach Bioaugmentation mit 
(a) Yarrowia lipolytica (DSM 3286), (b) Yarrowia lipolytica (DSM 1345) und (c) 
Candida cylindracea (DSM 2034); CE = Cholesterinester; TG = Triglyceride; FFA = 
Freie Fettsäuren; 1,3-DAG = 1,3-Diacylglycerin; 1,2-DAG = 1,2-Diacylglycerin; MG = 
Monoglyceride; PR = polare Rückstände; (n = 3) 
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Die Bioaugmentationen der Abbaustudien für Yarrowia lipolytica (DSM 1345 und 
3286) brachten voneinander abweichende Ergebnisse für die gesamte Elimination von 
Abfallfett sowie für die Verteilung der Fettbestandteile mit Verlauf der Inkubation 
hervor. 
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Abbildung 7.20 Vergleich der Elimination von Palmitat und Oleat (frei/TMSi und gebunden/ME) nach 
Bioaugmentation mit (a) Yarrowia lipolytica (DSM 3286), (b) Yarrowia lipolytica 
(DSM 1345); 200 mg FOG / 25 mL Mineralnährmedium; angegeben ist die gesamte 
wiedergefundene Masse im Ansatz [mg]; (n=3) 
Ein Vergleich mittels gaschromatographischer Analyse zeigte, dass beide Stämme der 
Art Yarrowia lipolytica unterschiedlich auf die Inkubationsbedingungen reagierten. Der 
Verdacht, der durch den Vorversuch (Tributyrintest) aufgekommen war, dass beide 
Stämme Unterschiede im Abbauverhalten aufweisen könnten, wurde durch dieses 
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Ergebnis bestätigt. Im erweiterten Tributyrintest zeigte sich, dass bestimmte freie 
Fettsäuren einen negativen Einfluss auf das Wachstum des Stamms DSM 3286 hatten. 
Im Test wurde als Effekt eine Minderung des Verhältnisses von Hofbreite zu 
Kolonieradius festgestellt, sofern Ölsäure oder Linolensäure während der Applikation 
der Mikroorganismen zugefügt wurde. 
Vergleicht man die Ergebnisse beider Stämme miteinander, so fällt auf, dass im 
Versuchsansatz mit Yarrowia lipolytica (DSM 3286) die Menge der C18:1-Fettsäure 
langsamer abnimmt als bei der Inkubation mit Yarrowia lipolytica (DSM 1345). Am 
Ende der Inkubation zeigte sich für Yarrowia lipolytica (DSM 3286) ein deutlicher Rest 
an freier Ölsäure (7,85 mg) der ca. 10% der extrahierten Masse ausmachte und auch die 
freie Fettsäure C18:1. Freie Ölsäure könnte somit verantwortlich für die geringe 
Elimination des Abfallfetts sein. 
Auch hier zeigte die molekularbiologische Untersuchung der Proben (siehe Tabelle 
10.12), dass sowohl Yarrowia lipolytica (DSM 3286) als auch Yarrowia lipolytica 
(DSM 1345) in den jeweiligen Versuchsansätzen dominierend waren. Es konnten keine 
weiteren Organismen detektiert werden. 
7.3.3 Abbaustudie III: Bioaugmentation mit Mischkulturen 
Der untersuchte Einfluss von Mikroorganismenmischkulturen auf den Abbau von 
Abfallfett zeigte die im folgenden Abschnitt vergleichend zum Versuchsansatz 
„autochthone Mikroflora“ dargestellten Ergebnisse. 
Unterschiede im Abbau durch Mischkulturen 
Anhand der Resultate (Abbildung 7.21 und Tabelle 7.7) konnte abgeleitet werden, dass 
die künstliche Mischkultur mit der komplexesten Struktur die höchste Eliminierungsrate 
für Abfallfett aufwies. Zugleich traten nur vergleichsweise geringe Schwankungen in 
den Wiederfindungen des Abfallfetts innerhalb der parallelen Versuchsansätze auf, die 
nur von der Kombination aus Yarrowia lipolytica (DSM 3286 und 1345), Candida 
cylindracea, Rhodococcus erythropolis und Rhodococcus rhodochrous übertroffen 
wurde. 
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Abbildung 7.21 Wiederfindung des Abfallfetts nach Bioaugmentation mit Mischkulturen aus a) 
Rhodococcus sp., b) Yarrowia lipolytica (DSM 3286 u. 1345) + Candida cylindracea 
(DSM 2034), c) Yarrowia lipolytica (DSM 3286 u. 1345) + Candida cylindracea (DSM 
2034) + Rhodococcus sp., d) Yarrowia lipolytica (DSM 3286 u. 1345) + Candida 
cylindracea (DSM 2034) + Rhodococcus sp. + Pseudomonas sp.; relativ zum 
Versuchsansatz „autochthone Mikroflora“ (X-Achse); (n=3) 
Mit einer Elimination von über 91% des applizierten Abfallfetts binnen 14 Tagen 
Inkubation war die getestete, artenreichste Mischkultur aus Yarrowia lipolytica (DSM 
3286 u. 1345), Candida cylindracea, Rhodococcus erythropolis. Rhodococcus 
rhodochrous und Pseudomonas putida. der erfolgreichste Ansatz. 
Tabelle 7.7 Wiederfindung des Abfallfetts in Abhängigkeit zur Inkubationsdauer; Bioaugmentation 
mit Mischkulturen bestehend aus Hefen und Bakterien; aerob, 28°C, unter 
Lichtausschluss; v = Probenreihe verloren; FOG = engl. Fat, Oil, Grease; STAW = 
Standardabweichung; (n=3) 
Inkubationzeit Hefen Rhodococcus sp. 
Hefen 
+Rhodococcus sp. 
Hefen 
+Rhodococcus sp. 
+Pseudomonas sp. 
[d] 
FOG 
[mg] 
STABW 
[mg] 
FOG 
[mg] 
STABW 
[mg] 
FOG 
[mg] 
STABW 
[mg] 
FOG 
[mg] 
STABW 
[mg] 
0 200 1,8 200 1,3 200 0,6 200 1,6 
1 143 15,0 160 1,4 129 0,2 57 7,5 
2 90 19,5 v v 58 0,8 29 8,1 
5 61 14,4 49 14,6 39 1,6 19 2,6 
6 45 5,6 44 9,9 30 0,6 15 1,3 
14 49 33,9 22 9,0 32 1,3 17 2,8 
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Hingegen zeigte die allein aus Hefen bestehende Mischkultur eine vergleichsweise 
geringe Elimination von Abfallfett. Zugleich traten hier, wie auch in der Versuchsreihe 
zur Bioaugmentation mit Yarrowia lipolytica (DSM 3286), grosse Schwankungen 
innerhalb der parallelen Ansätze auf. 
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Abbildung 7.22 (a) Änderung der Zusammensetzung des extrahierten Abfallfetts sowie (b) Vergleich 
der Elimination von Palmitat und Oleat (frei/TMSi und gebunden/ME) nach 
Bioaugmentation mit Mischkultur aus Yarrowia lipolytica (DSM 3286 u. 1345) + 
Candida cylindracea (DSM 2034) + Rhodococcus sp. + Pseudomonas sp.; (n=3) 
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Eingehendere Untersuchungen der erfolgreichsten Mischkultur erbrachte die in 
Abbildung 7.22 (a) dargestellten Resultate zur Abfallfettzusammensetzung. Bereits 
nach einem Tag stieg der Gehalt an stärker polaren und niedermolekularen Anteilen. 
Der Gehalt an 1,3-DAG und Monoglycerole nahm stark zu. Polare Rückstände 
entstanden bis zu einem relativen Anteil von 20%. Der TG-Gehalt von 18,5% nach 
einem Tag sank im Verlauf des Versuchs auf einen Wert von 10%. Am zweiten Tag der 
Inklubation stieg der relative Anteil von PR auf ca. 23%, um schließlich am Ende des 
Tests, nach 14 Tagen, einen Anteil von über 25,5% auszumachen. Während der 
Messung überstieg der Gehalt an FFA nie den Anfangswert von 27,5%. Diese Daten 
skizzieren einen sehr dynamischen Prozess, bestehend aus der Spaltung von 
Makromolekülen (TG und CE) hin zu Substanzen mit kleinem Molekulargewicht (FFA, 
1,2-, 1,3-DAG, MG) sowie aus Oxidationsprozessen, hin zu polaren Rückständen. 
Die gaschromatographische Analyse (Abbildung 7.22 (b)) ergab, dass nach 1 Tag noch 
geringe Mengen an Palmitin- (gebunden 0,53 mg, frei 0,64 mg) und Ölsäure (gebunden 
4,49 mg, 3,27 mg) vorhanden waren. Nach 14 Tagen waren nur geringe Mengen 
gebundener sowie freier FA detektierbar. Dieser deutliche Abbau des Abfallfetts konnte 
in keinem anderen Versuchsansatz erzielt werden, d.h. keine andere getestete 
Mikroorganismen-Gemeinschaft oder –Reinkultur erreichte diese Werte. 
Mit Hilfe der molekularbiologischen Analyse konnte einerseits nachgewiesen werden, 
welche Mikroorganismen im Versuchsverlauf vorhanden waren, andererseits konnte die 
Dominanz der Stämme anhand der Intensität der detektierten Banden abgeschätzt 
werden. Zu Beginn der Inkubation (t=1Tag) waren die inokulierten Stämme gleich stark 
in den jeweiligen Ansätzen vertreten. Diese Gleichverteilung änderte sich mit der Zeit, 
so dass am Ende der Inkubation einige Stämme weniger stark präsent waren als andere. 
So war im Versuchsansatz mit Rhodokokken der Stamm Rhodococcus erythropolis 
nach 14 Tagen deutlicher präsenter als der gleichzeitig augmentierte Stamm 
Rhodococcus rhodochrous. Im Testansatz mit Hefen zeigte Candida cylindracea zum 
Ende der Beprobung eine höhere Abundanz als Yarrowia lipolytica. Eine Trennung und 
somit eine Unterscheidung der beiden Yarrowia sp. war nicht möglich. Die bereits 
beschriebene Dominanz der Stämme Rhodococcus erythropolis und Candida 
cylindracea zeigte sich auch im erfolgreichsten Versuchsansatz, in welchem Hefen und 
Bakterien als Mischkultur eingesetzt wurden. Das zusätzlich inokulierte Bakterium 
Pseudomonas putida zeigte eine ähnlich schwache Präsenz in den, nach 14 Tagen 
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Inkubation analysierten Proben. Eine Bewertung, ob Hefen oder Bakterien eine höhere 
Abundanz aufwiesen, konnte aufgrund des gewählten analytischen DGGE-Verfahrens 
(siehe Kapitel 6.5.5) nicht vorgenommen werden. 
Tabelle 7.8 Sequenzierung nach DGGE: Struktur der Mischkulturen „Rhodococcus sp.“, „Hefen“, 
„Hefen + Rhodococcus sp.“ und „Hefen + Rhodococcus sp. + Pseudomonas sp.“; Y. 
lipolytica (DSM 3286 u. 1345) konnten elektrophoretisch nicht getrennt werden; 
Sequenzierung der 16S- und 18S-rDNA-Banden; nach t=1d und t=14d; I-XX = 
Sequenzen der jeweiligen Mikroorganismen siehe Anhang Tabelle 10.14. 
dominierend  weniger dominierend 
Versuchsansatz 16S-rDNA 18S-rDNA 16S-rDNA 18S-rDNA 
„Rhodococcus sp.“  R. erythropolis I 
R. rhodochrous VII 
   
„Hefen“  Y. lipolytica XV 
C. cylindracea XXI 
  
„Hefen 
+ Rhodococcus sp.“ 
R. erythropolis II 
R. rhodochrous VIII 
Y. lipolytica XVI 
C. cylindracea XXII 
  
t=1d 
„Hefen 
+ Rhodococcus sp. 
+ Pseudomonas sp.“ 
R. erythropolis III 
R. rhodochrous IX 
P. putida XIII 
Y. lipolytica XVII 
C. cylindracea XXIII 
  
„Rhodococcus sp.“ R. erythropolis IV  R. rhodochrous X  
„Hefen“  C. cylindracea XXIV  Y. lipolytica XVIII 
„Hefen 
+ Rhodococcus sp.“ 
R. erythropolis V C. cylindracea XXV R. rhodochrous XI Y. lipolytica XIX 
t=14d 
„Hefen 
+ Rhodococcus sp. 
+ Pseudomonas sp.“ 
R. erythropolis VI C. cylindracea XXVI R. rhodochrous XII 
P. putida XIV 
Y. lipolytica XX 
Die Studie brachte hervor, dass bestimmte Kombinationen von Mikroorganismen besser 
oder schlechter geeignet waren Abfallfett zu eliminieren. Alle getesteten 
Kombinationen aus zuvor ausgewählten Mikroorganismen zeigten in der statischen 
Kultur eine im Vergleich zur bereits im Abfallfett enthaltenen 
Mikroorganismenmischkultur deutlich verbesserte Elimination der Fettmasse 
(Abbildung 7.21). Eine erfolgreiche Bioaugmentation zur Beseitigung der 
Fettfrachten eines Fettabscheiders scheint daher grundsätzlich möglich zu sein. 
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7.3.4 Ergebnisse der Fettabscheidersimulation (M 1:10) 
Verlauf des pH-Wertes über die Dauer des Bioreaktorversuchs 
Der Bioreaktorbetrieb konnte in 3 Phasen unterteilt werden. In der ersten Phase 
(Tag 1 bis 56) etablierte sich die Biozönose und der pH-Wert im Reaktor stabilisierte 
sich binnen der 4-5 fachen hydraulischen Retentionszeit (HRT) bei einer mittleren HRT 
von 12.5 Tagen. 
 
Abbildung 7.23 Interpretation der pH-Werte während des Bioreaktorbetriebs; Phase 1 (Tag 1-56), Phase 
2 (Tag 56-120), Phase 3 (Tag 120-145); Intervalle 1-6, begrenzt durch Pfeile (A-G), 
kennzeichnen einen Wechsel des zulaufenden Abwassers, „Zoom Intervall 3“ wird im 
späteren Textverlauf interpretiert. 
Diese erste Phase war von deutlichen Messwertschwankungen des pH-Wertes 
gekennzeichnet. Zwischen Tag 56 und 120 (Phase 2) zeigten relativ konstante pH-
Wertverhältnisse im Reaktoreffluent. In der Phase 3 (Tag 120 bis 145) wurde die 
Zufuhr von Medium und Abfallfett gestoppt, um eine Ruhephase des Küchenbetriebs 
(z.B. Betriebsferien) zu simulieren. 
Den Start des Versuchs (Inokulierung) kennzeichnet der Pfeil mit dem Buchstaben A. 
Während der Intervalle 1, 2 und 3 wurde der Reaktor mit einem Medium beschickt, 
dessen pH-Wert bei 10-11 lag. Das Medium der Intervalle 4 und 5 hatte einen pH-Wert 
zwischen 11-12. 
Die Funktion der pH-Messsonde wurde mehrmals überprüft. Die Überprüfung war stets 
positiv, so dass die ermittelten Werte als pH-Wertschwankungen und nicht als 
Messfehler bewertet wurden. Die gemessenen pH-Wertschwankungen wiesen einerseits 
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auf biologische Vorgänge im Reaktor hin, andererseits könnten sie auch durch die 
Fetthydrolyse erklärt werden. Daher wurde der in Abbildung 7.23 hervorgehobene 
Bereich näher betrachtet. 
Zoom – Intervall 3 
Die Vergrößerung des in Abbildung 7.24 dargestellten Abschnitts aus Abbildung 7.23 
soll verdeutlichen, welche Auswirkung die Schwallbeschickung auf die Messdaten im 
Ablauf hatte. 
Das Intervall zeigte einen stufenweisen Anstieg des pH-Werts. Die gekennzeichneten 
pH-Wert-Maxima (Nr. 1-4), traten bei jedem Beschickungsschwall auf. Auf diese 
Zwischenmaxima folgte dann ein Absinken des Werts. Das vorherige Niveau wurde 
nicht mehr erreicht. Der Anstieg erreichte ein endgültiges Maximum (siehe Abbildung 
7.24) bei ca. pH 10. Auf diesen maximalen pH folgte ein Einbruch des pH-Werts mit 
starken Schwankungen (4), gefolgt von einer Periode schwacher pH-Wert-Änderungen. 
   
        Möglichkeit des Bypass 
Abbildung 7.24 Ausschnitt aus Abbildung 7.23 zur Verdeutlichung des Effekts der Beschickung auf den 
pH-Wert im Ablauf des Bioreaktors (y-Achse, pH; x-Achse Zeit [d]);      = pH-Max. 
Die pH-Schwankungen im System konnten unter anderem als indirektes Indiz für die 
biologische Aktivität von Mikroorganismen gewertet werden. 
            Zeit [d] 
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Erklärungsansatz für den pH-Wertverlauf im Fettabscheidermodel: 
Die Abbildung 7.24 zeigt den zuvor beschrieben stufenweisen Anstieg des pH-Werts. 
Dieser Anstieg kam möglicherweise aufgrund folgender Prozesse zustande gekommen 
sein: 
Abwasser (pH 10-11) gelangte mit einem Schwall gleicher Volumina in den Reaktor. 
Die Schwallbeschickung könnte dazu geführt haben, dass eine geringe Menge des 
Abwassers direkt durch das gesamte System gespült wurde. Dies bedeutet nicht, dass 
auch Abfallfett-Bestandteile direkt in den Ablauf gelangten. Das Verhalten von H+/OH--
Ionen ist nicht vergleichbar mit Bestandteilen des Abfallfetts, denn dieses lag im 
Reaktormedium fein emulgiert und nur in sehr geringen Mengen gelöst vor (FFA). 
Daher ist ein direkter Durchfluss großer FOG-Mengen in den Ablauf eher 
unwahrscheinlich. Zudem unterlag die FOG-Emulsion an jedem Punkt des Weges dem 
Abscheideprozess, bei dem alle Bestandteile, die eine geringere Dichte als Wasser 
besitzen, an die Oberfläche des Mediums drängen. Für H+/OH--Ionen findet dieser 
Prozess nicht statt. 
Demzufolge werden die pH-Wert-Maxima durch die Schwallbeschickung verursacht. 
Das anschließende Absinken des pH-Werts wird durch die Vermischung des 
Reaktorinhalts hervorgerufen. Weiterhin unterstützen biologische Prozesse, z.B. durch 
die Produktion organischer Säuren dieses Absinken.  
Eine Erklärung für den Einbruch des pH-Werts an der mit dem roten Stern markierten 
Stelle (siehe Abbildung 7.24) wird im weitern Textverlauf gegeben. Man kann 
erkennen, dass sich mit jedem Schwall der pH-Wert erhöhte, bis dieser den Zulaufwert 
erreichte. Zu diesem Zeitpunkt (pH 10) könnten die FFA stärker dissoziiert und somit 
stärker polar vorgelegen haben. Diese Polaritätserhöhung könnte zu einer Steigerung 
der Bioverfügbarkeit der sonst stark apolaren Fettsäuren geführt haben. Zudem 
adaptierte sicht die Biozönose an die vorherrschenden Bedingungen im 
Reaktormedium. Weiterhin könnten durch hohe FFA-Konzentrationen auch Enzyme 
induziert worden sein, welche die Substratnutzung verbesserten. Die möglicherweise 
durch Bioverfügbarkeitserhöhung, Adaptation oder Enzyminduktion verbesserte 
Substratnutzung, könnte zur verstärkten Säureproduktion aufgrund erhöhter 
metabolischer Aktivität und somit zu einem Absinken des pH-Werts geführt haben. 
Der darauf folgende Schwall (4) zeigte eine stark ausgeprägte Amplitude der pH-Wert-
Schwankung, gefolgt von einer raschen Absenkung des pH-Werts. Die Biozönose war 
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anscheinend in der Lage, auf diese Veränderung zu reagieren. Trotz weiterer Zufuhr 
eines Medium mit hohem pH-Wert von 11-12 waren keine starken Schwankungen zu 
verzeichnen. Stattdessen sank der pH-Wert langsam weiter ab. Erst ein Wechsel des 
Mediums mit pH 11-12 führte zu erneuten, deutlichen Schwankungen der Messwerte. 
Sauerstoff und Temperatur 
Der Vergleich von Temperatur- und pO2-Verlauf (siehe Abbildung 7.25) zeigte einen 
gegensätzlichen Verlauf der Kurven. Der Sauerstoffgehalt korreliert invers mit der 
Temperatur. Eine ausgeprägte Phase der Sauerstoffzehrung wurde nicht detektiert. Die 
Ergebnisse zeigen, dass die Belüftung mittels Venturidüse zu einer Sauerstoffsättigung 
von mindestens 80% geführt hat. Zu keinem Zeitpunkt fanden so starke 
Sauerstoffzehrungen statt, dass die Versorgung der mikroorganismen limitiert gewesen 
wäre. Demnach versorgte die Venturidüse den Reaktionsbereich des Bioreaktors mit 
ausreichenden Mengen Sauerstoff. Zudem führte die Düse zu einer ausreichend starken 
Vermischung des Reaktormediums. Zudem fand eine feine Emulgierung des Abfallfetts 
statt. Die Temperatur im Bioreaktorinnenraum schwankte durch die jahreszeitlich 
bedingten Schwankungen der Raumtemperatur zwischen 15°C und 33°C. 
 
Abbildung 7.25 Vergleichsdiagramm von Temperatur- und pO2-Daten im Reaktionsraum der 
Fettabscheidersimulation 
 
 
          Temperatur;              pO2 
                            Zeit [d] 
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Ablaufwerte des Bioreaktors 
Die Proben des Effluenten wurden über einen Zeitraum von drei Monaten analysiert. 
Als Parameter wurden FOG- und Proteingehalt, CSB, und Trockensubstanz erhoben 
(siehe Material und Methoden 6.6.2). 
 
Abbildung 7.26 Darstellung von CSB und FOG-Gehalt im Effluenten des Fettabscheidermodels; (n=1); 
zur Orientierung wurde die Kurve des pH-Wertes blau hinterlegt  
Wie in Abbildung 7.26 dargestellt, kam es im Effluenten des Fettabscheidermodels bei 
steigendem CSB (1000 mg/L auf 1900 mg/L) zu einer Verminderung des FOG-Gehalts 
(550 mg/L auf ca. 180 mg/L). Darüber hinaus änderte sich die Zusammensetzung des 
extrahierten Abfallfetts (FOG) im Verlauf des Reaktorbetriebs (siehe Abbildung 7.27). 
Im Reaktionsraum wurde das Abfallfett biologisch transformiert, so dass durch Abbau 
und Abscheidung der Gehalt an FOG im Ablauf sank. Zugleich stieg der Gehalt an 
Abbauprodukten im Reaktor und somit im Ablauf. 
Diese Abbauprodukte waren mit Hilfe der Standartmethode nicht zu extrahieren und sie 
trugen daher nicht zur Erhöhung des FOG bei, erhöhten jedoch den CSB. Das 
Reaktormedium hatte einen FOG-Gehalt von mind. 2 g FOG/L, gewährleistet über eine 
separate Dosierpumpe, die direkt FOG in den Reaktionsraum des Reaktors applizierte. 
Dieser Abfallfettgehalt entsprach einen CSB von mindesten 11000 mg/L. Der Ablauf 
zeigte für beide Parameter Werte, die um den Faktor 10 geringer waren. 
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Abbildung 7.27 Änderung der relativen Zusammensetzung des Abfallfetts im Effluenten während des 
Fettabscheidermodelbetriebs; FOG der Phase 1 (oben); FOG der Phase 2 (unten) 
Im Reaktor war nur zu Beginn der Stabilisierungsphase eine Fettschicht an der 
Wasseroberfläche des Reaktionsraums erkennbar. Im Laufe der Zeit bildete sich ein 
flockenartiges, semi-solides „Sediment“, das aus 50% Biomasse (nicht extrahierbare 
Rückstände) und 50% FOG-Rückständen bestand. Der Extrakt enthielt vorrangig 
Palmitat und ein Derivat des Cholesterols (siehe Abbildung 7.28) 
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Abbildung 7.28 Chromatogramm einer Probe des flockulösen Bioreaktorbodensatzes im Fast-GC-MS 
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Abbildung 7.29 Massenspektrum des Signals bei 9,55 Minuten der Abbildung 7.28 
Die Biomasse färbte sich mit fortschreitender Betriebszeit immer stärker rot. Diese 
zunehmende Rotfärbung beschränkte sich nicht nur auf das sog. Sediment, sondern 
breitete sich über den gesamten Reaktorraum aus. Die zunehmende Rotfärbung deutet 
auf eine biologische Aktivität der augmentierten Rhodokokken hin, sodass auch in der 
sedimentierten Mischung aus Biomasse und FOG-Rückstand deutliche biologische 
Aktivität zu vermuten war. Die Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung 
stützen diese Vermutung, denn für Rhodococcus erythropolis konnte die entsprechende 
16S-rDNA-Sequenz nach der DGGE ermittelt werden (siehe Tabelle 10.13). 
Anstieg des Proteingehalts 
Die Messung der Trockensubstanz (TStotal – FOG) sowie des Proteingehalts (total, d.h. 
gelöst + Biomasse) sollte Aufschluss über die Bildung mikrobieller Biomasse geben. 
Gemessen wurden diese Parameter jeweils im Ablauf (siehe Material und Methoden 
6.6.2). 
Die Abbildung 7.30 zeigt die Entwicklung beider Parameter über die Beprobungszeit 
des simulierten Fettabscheiderreaktors. Protein- und Trockensubstanzgehalt stiegen in 
den ersten 16 Tagen nach Inokulierung leicht an. Anschließend fand innerhalb von 20 
Tagen ein deutlicher Anstieg des Proteingehalts von 31 mg/L auf 177 mg/L statt. In 
dieser Zeit entwickelte sich der Trockensubstanzgehalt weniger stark. 
Abundanz 
mögliche Struktur des Cholesterolderivats 
m/z 
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Abbildung 7.30 Protein- und Trockensubstanzgehalt im Bioreaktoreffluent; (n= 3) 
Der relative Anteil der Proteine an der Trockensubstanz fand somit ein Maximum bei ca 
55% am 35 Tag nach Inokulation (siehe Abbildung 7.31). Dieses Maximum erfuhr 
einen Einbruch und beide Messparameter fielen auf Werte von 47 mg Protein /L und 
110 mg TS/L. Im weiteren Verlauf des Bioreaktorbetriebs war ein stufenweiser Anstieg 
mit starken Schwankungen der Messwerte zu verzeichnen. Maximalwerte von 
320 mg/L Protein- und 2,5 g/L Trockensubstanzgehalt wurden in dieser Periode 
erreicht, gleichzeitig schwankte der relative Anteil der Proteine am 
Trockensubstanzgehalt zwischen 7% und 40%. 
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Abbildung 7.31 Proteingehalt als relativer Anteil an der Trockensubstanz des Bioreaktoreffluenten 
Mittels molekularbiologischer Analyse konnten Rhodococcus erythropolis und Candida 
cylindracea als einzige der inokulierten Mikroorganismen nachgewiesen werden. Alle 
weiteren Stämme waren bereits nach 30 Tagen nicht mehr nachweisbar (siehe Anhang 
10.2.2). 
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Fazit 
Die Versuchskampagne zum biologischen Abbau von Abfallfett innerhalb eines 
Fettabscheiders (M 1:10) lieferte Ergebnisse, die indizierten, dass mittels einer 
Mikroorganismengemeinschaft bestehend aus Hefen und Bakterien in Kombination mit 
einer geeigneten Verfahrenstechnik die Abfallfettfrachten einer Grossküche mittels 
Bioaugmentation grösstenteils eliminiert werden können. Die Studie zeigte auch, dass 
die Bildung von flokulösen absetzbaren Stoffen auftreten könnte. Weiterhin erwiesen 
sich die getesteten Modifikationen des klassischen Fettabscheiders 
(Kompartimentierung der Absetzkammer, Einsatz einer Veturidüse, Besatz mit einem 
Festkörper zur Besiedelung durch Mikroorganismen) als durchaus vorteilhaft. Trotz 
Kompartimentierung und Belüftung mittels Venturidüse, kam es nach wie vor zu einer 
Beruhigung des als Schwall zugeführten Abwassers, sodass eine Trennung von Wasser 
und Abfallfett im unteren Kompartiment weiterhin möglich war. Es fand eine 
Masstabsvergrösserung der Verfahrenstechnik und schliesslich deren Übertragung auf 
einen Fettabscheider des Typs „Topo SF/E 2/200“ statt. Hierzu wurde eine spezielle 
Venturi-Pumpe entwickelt, welche wie bereits in der Simulation das abgeschiedene 
Abfallfett von der Oberfläche ansog und im Reaktionsraum als Emulsion weitestgehend 
homogen verteilte. 
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7.3.5 Pilotstudie – Bioaugmentation im Fettabscheider 
Ein Fettabscheider des Typs „Topo SF/E 2/200“ wurde für die Bioaugmentationstudie 
im Pilotmaßstab technisch modifiziert und mit einer Mikroorganismenmischkultur 
beimpft. Die Technik wurde implementiert und während einer zweiwöchigen Testphase 
auf Funktionalität geprüft. Im Anschluss an diese Testphase wurden Mikroorganismen 
dem Reaktionsinnenraum des Fettabscheiders zugeführt. Während der Pilotstudie 
wurden zwei Messkampagnen durchgeführt. Nach Inokulierung der Pilotanlage wurde 
eine erste Messkampagne von 3 Monaten durchgeführt. Eine zweite, einmonatige 
Messkampagne folgte nach erneuter Inokulierung. Verschiedenste Parameter wurden 
stichprobenartig erhoben, um den Bioaugmentationserfolg dokumentieren zu können. 
Die Parameter wurden jeweils im Pilotanlagen(zu-/ab-)lauf, als auch im Innenraum 
erhoben. Im folgenden Verlauf werden einige wichtige Parameter dokumentiert. 
Temperatur 
Der Temperaturverlauf zeigte sich innerhalb beider Messkampagnen relativ konstant. 
Im Zulauf wurden Temperaturen von 19-38°C gemessen, das entsprach einer 
Temperaturschwankung von 19°C. Messwerte des Ablaufs und Innenraums zeigten 
geringere Schwankungen von 14°C (Minimum 22°C; Maximum 36°C) bzw. 12,5°C 
(Minimum 23,5°C; Maximum 35°C). Der Temperaturbereich konnte als für mesophile 
Organismen geeignet eingestuft werden. 
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Abbildung 7.32 Temperaturverlauf an verschiedenen Messpunkten des Pilotreaktors. Stichproben 
während der ersten Messkampagne in Zu- und Ablauf sowie im Innenraum des 
Reaktors; I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = Start der Bioaugmentation 
I B 
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Abbildung 7.33 Temperaturverlauf an verschiedenen Messpunkten des Pilotreaktors. Stichproben 
während der zweiten Messkampagne in Zu- und Ablauf sowie im Innenraum des 
Reaktors; I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = Start der Bioaugmentation 
pH-Wert 
Zu Beginn der ersten Messreihe lag der pH-Wert des Zulaufs selten über 10. Im 
Gegenteil, die Messpunkte lagen in den ersten 30 Tagen meistens im sauren Bereich. 
Die darauffolgenden Werte zeigten eine massive Überschreitung des Grenzwertes von 
pH 10. Maximalwerte von pH 11,9 konnten gemessen werden. Diese drastischen 
alkalischen Bedingungen im Zulauf führten schließlich zu pH 11 im Innenraum. Ein 
Vergleich von Zu- und Ablauf zeigte zu verschiedenen Messpunkten Sprünge im pH-
Wert des Ablaufs. Am deutlichsten wurde dies bei den Probenahmeterminen 19.-
25.02.08. Hier lag der pH von Zu- und Ablauf im alkalischen, während der Innenraum 
mit pH 6,5 im saueren Bereich. 
Die gelochte Horizontalplatte verhinderte vermutlich eine komlette Durchmischung des 
gesamten Systems, sodass es im Reaktionsinnenraum trotzdem ein leicht saurer pH 
gemessen werden konnte. Dieser Sachverhalt indizierte eine zu geringe 
Dimensionierung der Fettabscheidernenngrösse. Der Volumenstrom und die Spülkraft 
des Abwasserstroms schienen zu gross gewesen zu sein, als dass sie vom 
Fettabscheidervolumen gepuffert werden konnten. Wahrscheinlich war die Nenngrösse 
dieses Fettabscheiders für die laufende Gastronomieaktivität zu gering bemessen. 
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Abbildung 7.34 Verlauf des pH-Wertes an verschiedenen Messpunkten des Pilotreaktors. Stichproben 
während der ersten Messkampagne in Zu- und Ablauf sowie im Innenraum des 
Reaktors; I = Inbetriebnahme des reaktors; B = Start der Bioaugmentation 
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Abbildung 7.35 Verlauf des pH-Wertes an verschiedenen Messpunkten des Pilotreaktors. Stichproben 
während der zweiten Messkampagne in Zu- und Ablauf sowie im Innenraum des 
Reaktors; I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = Start der Bioaugmentation 
Auch im zweiten Bioaugmentationsversuch wurde in mehr als 50% aller Messungen ein 
pH > 10 gemessen. Hier blieb jedoch die Alkalisierung des Innenraums weitestgehend 
aus. Ein Maximalwert von pH 9,5 wurde erreicht. Anscheinend reichte die Instalation 
der gelochten Horizontalplatte aus, um bei vermutlich verminderten Volumenstrom eine 
Vermischung von Sedimentationsbereicht und Reaktionsinnenraums weitestgehend zu 
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verhindern. Die detektierten pH-Werte waren für die zur Augmentation ausgewählten 
Mikroorganismen toxisch. Ein Überleben der eingesetzten Hefen und Bakterien war 
unter diesen Bedingungen sehr unwahrscheinlich. Mit Verlauf der Messkampagne 
wurde deutlich, wie wichtig der pH-Wert für den Bioaugmentationserfolg des Systems 
ist. Vorherige Messungen (Stichproben) des Fettabscheidereffluenten liessen vermuten, 
dass pH 10 nicht überschritten werden würde. Dies entspricht auch den Vorgaben der 
kommmunalen Entwässerungssatzungen, die vorschreiben, dass das zu entsorgende 
Abwasser keinen pH-Wert über 10 aufweisen darf. Jedoch zeigte die Datenerhebung ein 
anderes Ergebnis. 
Proteingehalt im Verhältnis zum Trockengewicht 
Anhand des Proteingehalts konnte abgeschätzt werden, ob und zu welchem Zeitpunkt 
eine Produktion mikrobieller Biomasse stattgefunden hat. Die in Abbildung 7.36 
dargestellte Gegenüberstellung des Verlaufs von pH-Wert und relativem Proteingehalt 
zeigt, dass es in einer frühen Phase des Versuchs nach Inokulierung (B) zu einem 
Anstieg des relativen Proteingehalts im Innenraum der Pilotanlage gekommen war.  
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Abbildung 7.36 Gegenüberstellung von Proteingehalt und Verlauf des pH-Wertes an verschiedenen 
Messpunkten des Pilotreaktors. Stichproben während der ersten Messkampagne in Zu- 
und Ablauf sowie im Innenraum des Reaktors; I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = 
Start der Bioaugmentation 
I B 
7 Ergebnisse 
 
 131 
Diese Phase des Anstiegs zeigte sich in einem Zeitraum in dem der pH-Wert des 
Innenraums längere Zeit unterhalb von pH 9 lag. Der Proteingehalt des Innenraums lag 
deutlich über den Werten für Zu- und Ablauf und erreichte ein Maximum von ca. 45% 
der Trockensubstanz. 
Fettfrachten 
Die Fettfrachten im Abwasserstrom der an die Pilotanlage angeschlossenen Großküche 
wurden stichprobenartig überwacht. In den folgenden Abbildungen 7.37 und 7.38 ist der 
Verlauf der extrahierbaren Fettfrachten an verschiedenen Probenentnahmestellen 
dokumentiert. Wiederum wurde unterschieden zwischen Zu- und Ablauf der Pilotanlage 
sowie extrahierbaren Fettmengen im Pilotreaktorinnenraum. Wie in Abbildung 7.37 
gezeigt, stieg der Fettgehalt im Zulauf der Anlage über den ersten Testzeitraum von 
Monaten stark an. Dies wurde als ein Indikator für eine Intensivierung des 
Küchenbetriebs gewertet. Der Fettgehalt im Ablauf der Anlage lag zumeist unterhalb 
der zulaufenden Fettmengen, jedoch mit einem Minimum von ca. 500 mg FOG/L 
deutlich über den Grenzwerten (250 mg schwerflüchtige Fette/L) der meisten 
Entwässerungssatzungen Deutschlands. Im Innenraum des Reaktors variierte der Gehalt 
an Abfallfett stark. 
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Abbildung 7.37 Verlauf des extrahierbaren Abfallfetts (FOG) an verschiedenen Messpunkten des 
Pilotreaktors. Stichproben während der ersten Messkampagne in Zu- und Ablauf sowie 
im Innenraum des Reaktors; I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = Start der 
Bioaugmentation 
I B 
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Eine Tendenz war nicht erkennbar. An den ersten fünf Probenahmeterminen nach 
Inbetriebnahme lag der FOG im Innenraum über 5 g/L. Eine Bestimmung der 
Fettmenge des Innenraums vor Inbetriebnahme der Technik war aufgrund der enormen 
Belastung nicht möglich. 
Der zweite Testbetrieb zeigte leicht abweichende Ergebnisse bezüglich der Fettfrachten. 
Wie der Abbildung 7.38 entnommen werden kann, stieg nach Inokulierung zwischen 
dem 22.02.08 und dem 17.03.08 der FOG im Innenraum trotz hoher Fettfrachten des 
Zulaufs nicht an. Dies könnte als Indiz für einen ersten Bioaugmentationserfolg 
gewertet werden. Dafür sprach auch der in dieser Zeit vorherrschende pH im Innenraum 
von 5,1 bis 7,7. Im weiteren Verlauf des Testbetriebs zeigte sich eine kontinuierliche 
Abnahme des Fettgehalts im ganzen System. Dies wurde durch geringe Fettfrachten im 
Zulauf begünstigt. Dennoch wurden nicht die vom Gesetz vorgeschriebenen Richtwerte 
für die Entwässerung erreicht. Der stetig hohe Gehalt des FOG im Zulauf führte 
schliesslich auch zu einer deutlichen FOG-Zunahme im Innenraum (18.03.09) sowie im 
Ablauf der Anlage. Negativ zu werten war, dass am darauffolgenden 
Probenentnahmetermin die Belastung im Ablauf deutlich über dem Fettgehalt im 
Innenraum lag. 
 
0
250
500
750
1000
1250
1500
1750
2000
2250
2500
2750
3000
3250
3500
3750
4000
4250
4500
4750
5000
5250
FO
G
 
[m
g/
L]
FOG [mg/L] Zulauf 4277.7 5076.3 1751 2320 1469.2 1323.6 997.6 1378 1013 741 4627.9 1834.2 468.6 3135.6 2104.1
FOG [mg/L] Ablauf 1397.6 1204 1419.4 1139.4 1649.6 1711.3 882.4 992.3 1099.4 515.2 517.6 3210.5 936.8 1118.7 961.6
FOG [mg/L] Innenraum 1029 965.8 1729.5 915.5 1461.3 2029.5 1318 1257.6 851.8 469.5 706.2 2632.2 1444.2 1509 2982
08.05.08 09.05.08 13.05.08 16.05.08 19.05.08 20.05.08 23.05.08 26.05.08 27.05.08 30.05.08 02.06.08 03.06.08 06.06.08 09.06.08 10.06.08 12.06.08
 
Abbildung 7.38 Verlauf des extrahierbaren Abfallfetts (FOG) an verschiedenen Messpunkten des 
Pilotreaktors. Stichproben während der ersten Messkampagne in Zu- und Ablauf sowie 
im Innenraum des Reaktors; I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = Start der 
Bioaugmentation 
I/B 
7 Ergebnisse 
 
 133 
Hier wurde spekuliert, dass die Biozönose bereits nicht mehr aktiv war und die 
detektierten Fettmengen als feine Emulsion in den Ablauf gelangten. Wiederum könnte 
der pH die nötige Erklärung liefern, denn mit Zufuhr der enormen Fettfrachten stieg 
auch der pH-Wert sprunghaft an. 
Sauerstoffgehalt 
Der Sauerstoffeintrag in den inneren Bereich des Reaktors wurde mittels Venturidüse 
bewerkstelligt. Während der Messperioden wurde der Sauerstoffgehalt ebenfalls 
stichprobenartig überwacht (siehe Abbildung 7.39 sowie Abbildung 7.40). In beiden 
Messkampagnen zeigten die Werte des Zulaufs, dass über das Küchenabwasser 
Sauerstoff in das Bioaugmentationssystem eingetragen wurde. Die Daten des Ablaufs 
zeigten einen zumeist deutlich niedrigeren Sauerstoffgehalt im Vergleich zum 
Innenraum bzw. Zulauf. Vor allem während der zweiten Testperiode (Abbildung 7.40) 
lagen mit einer Ausnahme die Ablaufwerte (0,2 – 3,6 mg O2/L) unterhalb der 
Innenraumwerte (1,4 – 5,1 mg O2/L) und deutlich unterhalb des Sauerstoffgehalts im 
Zulauf (0,8 – 5,7 mg O2/L). 
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Abbildung 7.39 Verlauf des Sauerstoffgehalts [mg/L] an verschiedenen Messpunkten des Pilotreaktors. 
Stichproben während der ersten Messkampagne in Zu- und Ablauf sowie im Innenraum 
des Reaktors, I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = Start der Bioaugmentation 
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Abbildung 7.40 Verlauf des Sauerstoffgehalts [mg/L] an verschiedenen Messpunkten des Pilotreaktors. 
Stichproben während der ersten Messkampagne in Zu- und Ablauf sowie im Innenraum 
des Reaktors, I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = Start der Bioaugmentation 
Bezüglich der Verfahrenstechnik liess dieser Parameter Rückschlüsse auf die 
Durchmischung des Systems zu. In Phasen schwacher Volumenströme war das System 
nicht vollständig durchmischt. Ereignisse, wie sie z.B. am 27.05.08 erfasst wurden, 
deuteten daraufhin, dass es durch den Volumenstrom und die Spülkraft zu einer 
kompletten Durchmischung des Systems kommen konnte. 
Abwasserbelastung CSB 
Der hier dokumentierte Verlauf des CSB (gesamt = partikulär + gelöst) war als 
Indikator für die Bewertung der Bioaugmentationsversuchs ungeeignet. Die CSB-
Bestimmung erwies sich als äusserst schwierig, da es aufgrund der adsorptiven 
Eigenschaften des Abfallfetts beim Ansetzen der notwendigen Verdünnungen zu 
starken Schwankungen in den Messwerten kam. Grundsätzlich liess sich aus den in 
Abbildung 7.42 gezeigten Daten ableiten, dass es im gesamten System zu enormen 
Schwankungen des CSB kam. Ablaufwerte der Entwässerungssatzung konnten zu 
keinem Zeitpunkt, ob mit oder ohne verfahrentechnischer Systemveränderung oder 
Bioaugmentation erreicht werden. In der ersten Messkampagne konnten die niedrigsten 
Ablaufwerte (1,2 g/L) am dritten Probenentnahmetermin nach Inokulierung des 
Systems gemessen werden. 
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Abbildung 7.41 Veränderung des chemischen Sauerstoffbedarfs [g/L] an verschiedenen Messpunkten 
des Pilotreaktors. Stichproben während der ersten Messkampagne in Zu- und Ablauf 
sowie im Innenraum des Reaktors, I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = Start der 
Bioaugmentation 
Auch im zweiten Pilottest zeigte sich trotz Bioaugmentation und Festkörperbesatz keine 
Verbesserung der CSB-Belastung im Ablauf des modifizierten Fettabscheiders. Die 
CSB-Werte korrelierten mit den ermittelten FOG-Werten. 
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Abbildung 7.42 Veränderung des chemischen Sauerstoffbedarfs [g/L] an verschiedenen Messpunkten 
des Pilotreaktors. Stichproben während der zweiten Messkampagne in Zu- und Ablauf 
sowie im Innenraum des Reaktors, I = Inbetriebnahme des Reaktors; B = Start der 
Bioaugmentation 
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So hat es den Anschein, dass die Fettfrachten vor allem durch die Emulgierung aus dem 
Bioaugmentationssystem herausgetragen werden. Die Mikroorganismen konnten sich 
sehr wahrscheinlich aufgrund der widrigen Bedingungen nicht etablieren und somit 
keinen Einfluss auf die Fettelimination ausüben. 
8 Diskussion 
8.1 Eignungstests der Mikroorganismen (Wachstums- und 
Tributyrintest) 
Der zur Eignungsprüfung verwendete Wachstumstest sollte zeigen, inwieweit die 
verschiedenen Mikroorganismen in der Lage waren, Abfallfett oder ein Speiseöl (hier 
exemplarisch Erdnussöl) als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Der Test wurde in 
Petrischalen mit Festmedium durchgeführt, wobei Erdnussöl und Abfallfett als Substrat 
vergleichend eingesetzt wurden. 
Aus dem Wachstumstest ging hervor, dass Speiseöl vergleichsweise schlecht von den 
untersuchten Mikroorganismen abgebaut wurde. Das Wachstum der Organismen war 
auf Abfallfett zumeist stärker ausgeprägt. Dies könnte in den Substraten, Abfallfett und 
Erdnussöl, selbst begründet sein, die sich in ihrer Zusammensetzung voneinander 
unterschieden. Vermutlich hat eine Veränderung des Speiseöls durch 
physikalisch/chemische Prozesse stattgefunden. Diese Prozesse wirkten während seiner 
Verwendung (z.B. Koch-, Brat- oder Backprozess) auf das Öl ein, so dass die 
Ölzusammensetzung des Abfallfetts vom Speiseöl abwich. Diese Unterschiede könnten 
dazu geführt haben, dass die untersuchten Mikroorganismen unterschiedlich gut auf den 
entsprechenden Medien wachsen konnten. Darüber hinaus könnten die gewählten 
Inkubationsbedingungen zu Unterschieden im Wachstum geführt haben. Verglich man 
das Wachstum von Bakterien und Hefen miteinander, so fiel auf, dass die Hefen sich 
häufig besser entwickelten als die Bakterien. Hier könnten die gewählten 
Testbedingungen (z.B. Temperatur, pH-Wert, Zusammensetzung des MMO, 
Sauerstoffversorgung auf Festmedium) das Testergebnis beeinflusst haben. 
Die Konsequenz aus diesem Sachverhalt war, dass keine Auswahl getroffen wurde. 
Stattdessen wurden alle Mikroorganismen einem Tributyrintest unterzogen, der 
Aufschluss über die Lipaseaktivität der einzelnen Organismen bringen sollte. Für die 
Bakterien fielen die Testergebnisse negativ aus. So musste entweder davon 
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ausgegangen werden, dass keine Lipasen gebildet wurden oder dass gebildete Lipasen 
nicht exkretiert wurden. Die Literatur beschreibt für die getesteten Rhodococcus sp. 
ausschliesslich membranassoziierte Lipasen (Falcocchio et al. 2005), so dass hier keine 
Exkretion in das Medium stattfinden konnte. Für Pseudomonas putida ATCC 795 
wurden bereits exkretierte Lipasen beschrieben (Pabai et al. 1995), jedoch nicht für den 
getestet Stamm DSM 291. Die ausgebliebene Hofbildung wurde daher nicht als 
Testfehler gewertet. Die Hofbildung der Hefe Candida cylindraceae verlief 
erwartungsgemäss stark, da die Lipasen dieses Stamms bereits biotechnologisch genutzt 
werden (W. Hadeball 1991; Wang et al. 1995; Montesinos et al. 2003; Fickers et al. 
2005), [U.S. Pat. 3189529]. Auch für die beiden Hefestämme der Gattung Yarrowia 
wurde eine deutliche Hofbildung erwartet (Destain et al. 1997; de Oliveira et al. 2006). 
Die Unterschiede in der Deutlichkeit der Hofbildung zwischen den Hefen könnten 
einerseits als Indiz für die Menge der produzierten und exkretierten Lipasen gewertet 
werden, andererseits könnte die Aktivität der Lipasen unterschiedliche Optima z.B. 
bezüglich des pH-Werts aufweisen und somit Varianzen in der Hofbildung hervorrufen. 
Interpretationsansatz 
(A) Strecke der Hofbildung, als Maß für die Exolipaseproduktion und -aktivität 
Nach dem „Erstes Fick'sches Gesetz“ gilt, dass die Teilchenstromdichte (Fluss) 
J (mol*m−2*s−1) proportional zum Konzentrationsgradienten entgegen der 
Diffusionsrichtung ∂c/∂x (mol*m−4) ist. 
Die Proportionalitätskonstante ist der Diffusionskoeffizient D (m2*s−1). 
Die Teilchenstromdichte beschreibt quantitativ die (im statistischen Mittel) gerichtete 
Bewegung von Teilchen, d.h. wie viele Teilchen einer Stoffmenge sich pro Zeiteinheit 
durch eine Flächeneinheit, die senkrecht zur Diffusionsrichtung liegt, bewegen. Die 
angegebene Gleichung gilt auch für den allgemeinen Fall, dass der 
Diffusionskoeffizient nicht konstant ist, sondern von der Konzentration abhängt (Bobe 
2008). 
Ein erhöhtes Konzentrationsgefälle führt also zu einem erhöhten Teilchenstrom. Die 
Diffusionsgleichung des „Zweiten Fick'schen Gesetzes“ stellt eine Beziehung zwischen 
temporären und lokalen Konzentrationsunterschieden dar. Es eignet sich daher zur 
Darstellung nicht stationärer Diffusion, im Gegensatz zum „Ersten Fick'schen Gesetz“, 
das einen temporär konstanten Diffusionsfluss beschreibt (Bobe 2008). 
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Über die Kontinuitätsgleichung (Massenerhaltung) 
  ergibt sich aus dem „Ersten Fick'schen Gesetz“ die 
Diffusionsgleichung 
         bzw. für konstante Diffusionskoeffizienten       . 
Erhöht sich die Lipaseproduktion mit der Zeit, so führt dies zu einer Erhöhung der 
Lipasekonzentration und somit zu einem erhöhten ∂c. Abhängig von der 
Lipaseproduktion pro Zeit sollten sich daher ein messbarer Unterschied im lytischen 
Hof der Kolonien zeigen. 
(B) Radius der Kolonie, als Maß für Wachstum 
Ein Vergleich der Koloniegröße nach definierter Inkubationszeit sollte bei konstanten 
Bedingungen ein Maß für die Nutzung des Substrats bzw. das Wachstum der Kolonie 
sein. 
(C) Verhältnis Exolipaseproduktion und Koloniewachstums 
Durch diese Betrachtung sollte es möglich sein, Wachstum und Hofbildung bzw. 
Lipaseproduktion/-aktivität in Relation zu setzten, um somit einen 
Bewertungsparameter für die Auswahl der Mikroorganismen zu generieren. 
Mit Hilfe des Tributyrinagars war es möglich, die verschiedenen Mikroorganismen auf 
die Produktion von extrazellulären, lipolytisch aktiven Lipasen zu untersuchen. Die 
klassische Auswertung des Tests über die Hofbreite (mm) brachte hervor, dass Candida 
cylindracea deutlich grössere Höfe produzierte als die Yarrowia-Stämme. Der 
Auswerteansatz liess aber keine differenzierte Bewertung der Yarrowia sp. zu. Die 
Auswertung der Testergebnisse über das Verhältnis von Hofbreite zu Kolonieradius 
führte zu deutlicheren Unterschieden im Bewertungsparameter. Mit Hilfe dieses 
Kriteriums, das die Summe aus Lipasebildung, -exkretion und –aktivität beschrieb 
(Hofbreite) und diese Summe ins Verhältnis zur Biomasse (Koloniegröße) setzte, 
konnten die Stämme eingestuft und bewertet werden. Unabhängig von der Art der 
Auswertung und in Übereinstimmung mit anderen Arbeiten (D'Annibale et al. 2006) 
zeigte Candida cylindracea das beste Ergebnis für den Einsatz in einem 
Bioaugmentationssystem zum Abbau von Abfallfett und war im Vergleich zu den 
beiden anderen Hefen der wahrscheinlich leistungsfähigste Stamm. 
Es ist in der Literatur nicht beschrieben, ob der Tributyrintest ausschließlich für 
konstitutiv Lipase produzierende Mikroorganismen verwendet werden kann oder ob 
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eine Induktion durch die übrigen Bestandteile des Vollnährmediums gewährleistet wird. 
Organismen, die Lipasen nur durch Induktion produzieren, würden somit nicht erfasst 
werden. Auch Mikroben, die zwar Lipasen bilden, diese aber nicht exkretieren, würden 
nicht zu einem positiven Ergebnis führen. 
Die Erweiterung des Tests, wie auf Seite 61 beschrieben, sollte zeigen, inwieweit FFA 
Einfluss auf a) das Wachstum der Kolonie bzw. des Mikroorganismus und b) auf die 
Bildung des Lysehofes bzw. der Lipaseproduktion/-aktivität nehmen könnten. Da die 
untersuchten Hefen im Tributyrintest eine deutliche Hofbildung zeigten, konnte der 
Einfluss verschiedener FFA auf die Hofbildung, bzw. die Bildung von Lipasen 
untersucht werden. Es zeigte sich jedoch, dass die getesteten FFA keine Effekte auf die 
Ausbildung des Hofes und somit der Hofbreite hatten. Betrachtete man aber das 
Verhältnis von Hofbreite zu Kolonieradius für Yarrowia lipolytica (DSM 3286), so 
zeigte sich ein deutlicher Effekt bei Testansätzen mit Fettsäuren C18:1 und C18:2. Das 
Verhältnis war deutlich zugunsten der Hofbreite verschoben, was entweder auf eine 
stärkere Lipaseproduktion oder auf vermindertes Wachstum schliessen liess. Eine 
Erklärung könnten einige Studien zur Hemmung des Wachstums sowie des 
Sauerstoffverbrauchs verschiedener Mikroorganismen, verursacht durch FFA diverser 
Kettenlängen, liefern. Hier zeigten sich je nach Organismus unterschiedliche Ergebnisse 
(Miller et al. 1977). Durch gesättigte Fettsäuren nahm die Wachstumshemmung bei 
steigender Kettenlänge zu (max. Palmitat C16:0); Stearinsäure (C18:0) sowie Fettsäuren 
mit längerer Kette zeigten schwache Inhibition. Ungesättigte FFA (C16- C18) wirkten auf 
Neisseria gonorrhoeae hingegen wachtumshemmend. Ähnliche Ergebnisse zur 
Inhibition wurden auch für Bacillus subtilis ermittelt, wohingegen Pseudomonas 
aeruginosa stärker resistent gegenüber Fettsäuren (C7 bis C10) und absolut resistent 
gegenüber Fettsäuren mit einer Kettenlänge von C12 bis C18 war. Weiterhin zeigten die 
Studien, dass die Wachstumshemmung aufgrund kurzkettiger Carbonsäuren (C1 bis C6) 
pH-abhängig sind. Die Wachstumsinhibierung stieg mit sinkendem pH-Wert. Der 
Sauerstoffverbrauch wurde innerhalb der log-Phase des Wachstums von Neisseria 
gonorrhoeae getestet. Das Resultat war, dass die Inhibierung mit steigender 
Kettenlänge anstieg (max. bei C14). Stearinsäure hatte aber nur einen leichten Effekt auf 
den Sauerstoffverbrauch, wohingegen ungesättigte C18:1 und C18:2 extrem stark 
inhibierten. Diese extrem starke Inhibierung könnte den detektierten Effekt bei 
Yarrowia lipolytica (DSM 3286) erklären. 
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Für die untersuchten Bakterien zeigte die Auswertung der Koloniegrössen, dass das 
Wachstum der Bakterien durch freie Fettsäuren beeinflusst wurde. In verschiedenen 
Studien wurde bereits gezeigt, dass langkettige freie Fettsäuren einen Einfluss auf das 
Wachstum verschiedener Bakterien haben können (Angelidaki et al. 1992; Chipasa et 
al. 2006). 
Studien zur Lipasehemmung durch FFA haben z.B. für Pseudomonas fluorescens 
ergeben, dass die Zugabe einer FFA-Mischung zu einer Hemmung der 
Lipaseproduktion führen kann (Bucky et al. 1986). Während Capronsäure (C6:0) die 
Lipaseproduktion verstärkte, wurde sie durch Ölsäure stark unterdrückt (Makhzoum et 
al. 1995). Im Vergleich zu den Kontrollen wurde Pseudomonas putida von Fettsäuren 
mit einer Kettenläge C12 bis C22 im Wachstum negativ beeinflusst. Rhodococcus 
rhodochrous wuchs in Gegenwart freier Fettsäuren kaum. Rhodococcus erythropolis 
zeigte jedoch in Gegenwart von Palmitat ein, im Vergleich zum Tributyrin ohne FFA, 
sehr starkes Wachstum. Dem gegenüber wirkten sich Laurinsäure (C12:0) und 
Myristinsäure (C14:0) negativ auf das Wachstum von Rhodococcus erythropolis aus. 
Hier könnten Induktionssignale für den Transport der freien Fettsäuren ausschlaggebend 
gewesen sein. Wie bereits in anderen Arbeiten (Maloy et al. 1981) beschrieben, wird 
z.B. in Escherichia coli das Transportsystem für Fettsäuren mittlerer Länge (C8-C11) 
durch die Anwesenheit langkettiger Fettsäuren (C12-C18) induziert. Daher könnte es 
möglich sein, dass Fettsäuren mittlerer Kettenlänge das Wachstum von Bakterien nur in 
Gegenwart langkettiger Fettsäuren fördern. Nimmt man weiterhin an, dass der 
entscheidende regulatorische Faktor für FFA-vermittelte Wachstumshemmung und –
förderung die Konzentrationsverhältnisse von lang- und mittelkettigen freien Fettsäuren 
sind, so sollte die Konzentrationserhöhung der langkettigen FFA zu einer verstärkten 
Aufnahme mittel- und kurzkettiger Fettsäuren führen. Eine hohe Konzentration 
mittelkettiger Fettsäuren zu Beginn der Inkubation könnte dazu geführt haben, dass die 
Mechanismen der Aufnahme dieser FFA inhibiert wurde. 
Die Testergebnisse weisen stark darauf hin, dass das komplexe Zusammenspiel von 
Fettspaltung, -aufnahme und –abbau nicht von einer einzigen Kultur geleistet werden 
kann. Vielmehr schien es, dass aufgrund der Komplexität des Substrats, bezüglich der 
Inhaltsstoffe, Transformationsprodukte sowie metabolischen Intermediate, eine 
Mischkultur als einzig sinnvolle Wahl für eine Bioaugmentation in Frage käme. 
Eindeutigere Informationen sollten die Bioaugmentationversuche im Batchverfahren 
hervorbringen. Hierzu wurde vorab ein analytisches Verfahren entwickelt, das die 
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Qualifizierung und Quantifizierung der Abfallfettinhaltsstoffe zu verschiedenen Zeiten 
der Inkubation ermöglichte. 
8.2 Charakterisierung des Abfallfetts 
Nach Extraktion und gravimetrischer Bestimmung der Abfallfettmengen folgte die 
tiefere Analyse der Extraktions- bzw. Abfallfettinhaltsstoffe mittels HPTLC. Die 
Auswertung dieses dünnschichtchromatographischen Verfahrens wurde in Anlehnung 
an (Kishimoto et al. 2001) unternommen. Abweichend von Kishimoto et, al. (2001) 
wurden keine Standards eingesetzt, um absolute Mengen zu bestimmen, da aus 
folgenden Gründen eine absolute Quantifizierung generell nicht möglich war. 
Eine eindeutig, absolute Quantifizierung der Fettgemischbestandteile war nicht 
möglich, da die zur Quantifizierung herangezogenen Graustufenwerte der ermittelten 
Signalflächen aus Substanzgemischen mit unbekannter Zusammensetzung bestanden. 
Es ist nicht erwiesen, dass die Färbung für Substanzgemische unterschiedlicher 
Zusammensetzung gleich intensive Signale generiert. Demnach wäre eine 
Quantifizierung nicht eindeutig. Wenn z.B. die Triglyceride hauptsächlich langkettige 
Fettsäuren enthielten, wäre die Intensität der Färbung evt. anders, als bei Triglyceriden 
mit kurzkettigen Fettsäuren. Somit würde eine Bestimmung der Menge ein genaues 
Wissen über den Gehalt an kurzen und langkettigen Fettsäuren in den Triglyceriden 
voraussetzen. 
In dieser Arbeit wurde daher auf eine absolute Quantifizierung verzichtet. Stattdessen 
wurde ein direkter Vergleich mit einem Abfallfettstandard durchgeführt. Die Daten 
zeigen demnach eine relative Veränderung der Abfallfettkomponenten mit direktem 
Bezug zum eingesetzten Substanzgemisch (Abfallfett). Genauere Informationen zu den 
Abfallfettinhaltsstoffen wurden über eine gaschromatographische Methode ermittelt. 
Die Veränderung eines Fettsäuremusters sollte als Indikator für den biologischen Abbau 
und als Mass für die Qualität der Biodegradation dienen. Mit Hilfe eines 
Derivatisierungsschemas konnte im Muster unterschieden werden, ob die detektierten 
Fettsäuren zuvor im Abfallfett frei, oder an Molekülen gebundenen vorlagen. Die 
Quantifizierung beschränkte sich auf die C16:0- und C18:1-Fettsäuren, Palmitat bzw. 
Oleat. Diese beiden FA nahmen einen Anteil von ca. 50% am FOG ein. Jedoch war die 
simple Abnahme dieser FA kein Indiz für deren vollständige Beseitigung 
(Mineralisation). Als Folge metabolisischer und katabolischer Prozesse wurden 
Degradationsprodukte des Abfallfetts mit unterschiedlichsten Molekülstrukturen 
erwartet, sodass eine weiterführende tiefere Analyse mittels Gaschromatographie hätte 
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durchgeführt werden müssen. Viele dieser Moleküle entzogen sich der gewählten 
Analytik aufgrund ihrer Struktur oder der geringen Konzentration. Die Identifikation 
kritischer Abbauprodukte bzw. FOG-Inhaltsstoffe wurde somit auf ein bestimmtes 
Substanzspektrum fokussiert. Dennoch bot die Methode die Möglichkeit, Marker für 
einen unzureichenden Abbau des Abfallfetts zu ermitteln. Diese kritischen 
Abbauprodukte sollten einen signifikant grossen Teil des FOG einnehmen, um für die 
Massenbillanzierung überhaupt von Interesse zu sein. 
Weiterhin war die Herkunft der detektierten Substanz, d.h. ob sie aus dem Afballfett 
oder aus der mikrobiellen Biomasse stammen, nach der Analyse nicht bekannt. Sie 
könnte jedoch von Interesse sein, um die Umsatzrate des FOG exakter ermitteln zu 
können. Eine hohe Konzentration an Substanzen mikrobieller Herkunft im Extrakt 
würde bedeuten, dass die erzielten FOG-Umsatzraten deutlich höher zu bewerten 
wären, als es die Gravimetrie gezeigt hat. 
Trotz dieser Schwierigkeiten war es mit der entwickelten Analytik möglich 
verschiedene Bioaugmentationsversuche miteinander zu vergleichen, den 
Abfallfettumsatz zu bestimmen und die Leistung der bioaugmentierten 
Mikroorganismen zu bewerten. 
8.3 Studien zum mikrobiologischen Abbau von Abfallfett 
Abiotische Kontrolle 
Die Ergebnisse der gravimetrischen Bestimmung des Abfallfetts zeigten für die 
abiotische Kontrolle eine sehr geringe Senkung der Wiederfindung um 14,7 mg FOG 
(7,4%) über die gesamte Inkubationsdauer von 14 Tagen. Die genauere Untersuchung 
mittels HPTLC zeigte eine Änderungen in der Zusammensetzung des extrahierten 
Abfallfetts. Ein deutlicher Trend der relativen Mengen der Abfallfettinhaltsstoffe hin zu 
stärker polaren Bestandteilen konnte gezeigt werden. Der Anteil an Cholesterolester 
(CE) nahm von 12,8% auf 8,2%, der Triglyceride (TG) von 27,1% auf 12,1% ab. 
Zugleich nahm der Gehalt an FFA und polaren Rückständen (PR) zu. Weiterführende 
Untersuchungen mittels Gaschromatographie zeigten, dass es auch in der abiotischen 
Kontrolle zu Veränderungen des Fettsäuremusters kam. Die Menge an 
Ölsäuremethylestern sank binnen 14 Tagen von 57 mg (Applikation) auf 32,3 mg, was 
auf eine geringere Menge gebundener Ölsäure hindeutete. Gleichzeitig kam es jedoch 
auch zu einer Abnahme der freien Ölsäure, so dass als Ursache für die Abnahme der 
Ölsäuremethylester nicht allein die hydrolytische Spaltung der z.B. an Glycerol 
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gebundenen Fettsäure gelten konnte. Vielmehr musste es hier, zusätzlich zur Hydrolyse, 
zu anderen Alterungsprozessen gekommen sein. Anscheinend handelte es sich um einen 
substanzspezifischen Alterungsprozess, denn die Mengen an Palmitinsäuremethylestern 
und -trimethylsilylestern blieben nahezu konstant. 
Eine mögliche Erklärung konnte aus verschiedenen Studien hergeleitet werden. Die 
Alterung von Speiseöl wurde bereits untersucht (Gerhard Billek 2000), mit dem 
Ergebnis, dass während eines thermal-oxidativen Alterungsprozesses polare 
Substanzen, polymerisierte Glyceride und oxidierte Fettsäuren entstehen. Im Abfallfett 
könnten diese Substanzen also bereits vorliegen. Die gebildeten Peroxide können weiter 
reagieren zu Aldehyden und anderen sekundären Oxidationsprodukten (Mestdagh et al. 
2007), sodass ein fortschreitender Alterungsprozess im Abfallfett möglich ist. Studien 
zur Alterung bei normaler Temperatur (bis 40°C; belüftet; UV-Lichteinwirkung) haben 
ergeben, dass Diacylglycerine (DAG) gegenüber autoxidativer Alterung stabiler sind als 
Triacylglycerine (TAG) (Nakatsugawa et al. 2001). Nakatsugawa behauptete, dass evt. 
die Hydroxylgruppe der DAG als Antioxidanz, ähnlich wie Zuckeralkohole, wirken. 
Dies könnte erklären, warum es beim Alterungsprozess des Abfallfetts zu einer 
Zunahme an DAG bei gleichzeitiger Abnahme der TAG, aber zu keiner Zunahme von 
Monoacylglycerine (MAG) gekommen ist. 
Dass Oleat durch Autoxidation chemisch verändert wird, ist bereits seit 1937 bekannt 
(Hamilton et al. 1937). Sauerstoff reagiert mit der C=C-Doppelbindung im Molekül mit 
darauf folgenden Sekundärreaktionen. 
  Ölsäure 
 
  threo-9,10-Dihydroxystearinsäure 
Verglichen mit der beschriebenen Vorgehensweise zur Isolierung der threo-9,10-
Dihydroxystearinsäure (Reddy et al. 1987) waren die gewählten analytischen Methoden 
vermutlich nicht geeignet, um diese Substanz zu erfassen. Trotz des fehlenden 
Nachweises dieser Substanz ist es wahrscheinlich, dass die Verminderung der 
Abfallfettwiederfindung in der abiotischen Kontrolle auf autoxidative Prozesse 
zurückzuführen ist. 
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Biostimmulation der autochthonen Mikroflora 
Unter dem begriff Biostimmulation fällt jeder Prozess der zu einer Steigerung 
biologischer Abbauraten von Substanzen führt. Gewöhlich werden Nährstoffe, 
Sauerstoff, Elektronenakzeptoren und –donoren eingesetzt, um die Anzahl indigener 
Mikroorganismen, befähigt der Kontaminationseliminierung, zu erhöhen (Gallizia et al. 
2004; Malina et al. 2007). 
Der Versuchsansatz „autochthone Mikroflora“ zeigte das mögliche Potenzial einer 
Biostimulation (Anregung autochthoner Mikroorganismen; hier durch aktive Belüftung; 
Zufuhr von Sauerstoff) zur Elimination von Abfallfett eines Fettabscheiders. Die 
Ergebnisse dieser Versuchsreihe verdeutlichten, dass autochthone Mikroorganismen bei 
entsprechender Aktivierung durchaus in der Lage sein könnten, die im Fettseparator 
abgeschiedenen Abfallfettfrachten zu eliminieren. In einer statischen Kultur zeigte die 
Inkubation des Abfallfetts eine deutliche Fettabbaukurve. Dieser Fettabbau wurde durch 
die im Abfallfett vorherrschende autochthone Mikroflora verursacht. Eine 
Versuchsreihe, in der eine Anreicherungskultur aus Abfallfett als Inokulum eingesetzt 
wurde, untermauerte dieses Ergebnis. 
Autochthone Mikroorganismen bauten im Vergleich zur abiotischen Kontrolle 
innerhalb von 14 Tagen, 57,4% (129,5 mg) des applizierten Abfallfetts ab. Damit war 
der Fettumsatz dieser Versuchsreihe um knapp 10 % schwächer als der des „Isolats“ 
(66% auf 53 mg). Zudem verlief der durch die Anreicherungskultur erzielte Abbau im 
Vergleich zur autochthonen Mischkultur schneller (50% FOG binnen zwei Tagen) und 
erreichte einen tieferen Endpunkt. Die schnellere Abnahme des Fettgehalts wurde unter 
anderem auf den höheren Keimgehalt zu Beginn des Tests (N (0)) zurückgeführt. Die 
bereits geschilderten leichten Veränderungen und Schwankungen in der relativen 
Zusammensetzung des FOG-Musters (siehe Abbildung 7.11) ließen auf ein komplexes 
mikrobielles Konsortium schließen, deren Substratverwertung sehr homogen verlief. 
Ein Vergleich zum Versuchsansatz „Isolat“, mit deutlich eingeschränkter mikrobieller 
Komplexität zeigte Unterschiede in der dynamischen Veränderung des FOG-Musters 
(siehe Abbildung 7.12). Ein ähnliches Bild lieferte die GC-Analyse. Die hier ermittelten 
Mengen für Palmitat und Öleat nahmen in beiden Ansätzen einen ähnlichen Verlauf. 
Auch hier wurden in beiden Ansätzen annähernd gleiche Verteilungsmuster am 
Endpunkt der Inkubation erreicht. 
Die Biostimulation schien also ein mögliches Verfahren zur Beschleunigung der 
Abfallfetteliminierung zu sein, denn im Vergleich mit verschiedenen Studien 
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(Hasanuzzaman et al. 2004; Brooksbank et al. 2007) wurden in beiden Versuchsreihen 
Umsatzraten von ca. 4 g FOG/L binnen zwei Tagen erreicht. In den Studien von 
Brooksbank (2007) wurden diese Umsatzraten nicht erreicht trotz des Einsatzes eines 
kommerziell erhältlichen mikrobiellen Präparats (F69), das speziell für die Eliminierung 
von Fetten entwickelt wurde. Die Umsatzraten des Produkts schwankten bei 
Inkubationszeiten von 21-28 Tagen zwischen 37%-62% je nach Öl. Brooksbank 
thematisiert in seiner Studie ebenfalls die Schwierigkeit der Vergleichbarkeit 
verschiedener Bioaugmentationsstudien zum Fettabbau. Zunächst behauptet er, dass die 
Wahl der Extraktionsmethode ein Problem darstellt, denn über sie ist definiert, welche 
Stoffe als Rückstände erfasst werden. Im Zuge dessen beschreibt er die Formierung von 
klebriger semi-solider Masse. Er spekuliert über Autooxidation mit anschließenden 
Polymerisationseffekten (Pereira et al. 2003) als möglicher Grund für schlechte 
Wiederfindungsraten bei der Extraktion. Zudem beschreibt er die Schwierigkeit der 
Sterilität und die daraus resultierende hohe Degradation (18%-50%) in seinen 
Sterilkontrollen, die in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden konnte und daher 
kein Problem darstellte. Stattdessen konnte die Problematik der schlechten 
Wiederfindung durch die Entwicklung einer speziellen Extraktionsmethode eliminiert 
werden, so dass in der vorliegenden Arbeit die Abnahme der Wiederfindung direkt mit 
dem Fettabbau korrelierte. 
8.3.1 Bioaugmentation mit Reinkulturen 
Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass die Abfallfetteliminierung in 
Fettabscheidern auch ohne Inokulierung spezieller Mikroorganismen stattfinden könnte. 
Der Frage, ob durch Bioaugmentation eine wesentliche Verbesserung der Elimination 
herbeigeführt werden könnte, wurde in Bioaugmenationsstudien nachgegangen. Andere 
Studien haben bereits gezeigt, dass der Einsatz von Reinkulturen zu keiner verbesserten 
Eliminationsleistung geführt hat (Brooksbank et al. 2007). Die hier getesteten 
Reinkulturen zeigten jedoch je nach Stamm unterschiedliche Ergebnisse, so dass die 
Frage nicht pauschal beantwortet werden konnte. 
Bakterien 
Im Fall der Rhodokokken und in Übereinstimmung mit anderen Arbeiten (Brooksbank 
et al. 2007) führte die Bioaugmentation zu keinen verbesserten Eliminationswerten. In 
der gravimetrischen Auswertung, die einen direkten Vergleich des bioaugmentierten 
und –stimulierten Verfahrens zuliess, zeigten die getesteten Stämme der Gattung 
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Rhodococcus sp. voneinander unterschiedliche Leistungen bezüglich der 
Gesamtelimination. 
Beide Rhodococcus sp. (DSM 312, 11097) zeigten mit 61% bzw. 53% Minderung der 
applizierten Abfallfettmenge, ähnlich geringe Eliminationsleistungen für Abfallfett 
(siehe Tabelle 7.5) und verglichen mit der „autochthonen Mikroflora“, eine leicht 
geringere Elimination (Abbildung 7.15). Ein Vergleich mit Eliminationsraten anderer 
Bioaugmentationsstudien (Matsumiya et al. 2007), in denen Bakterien in Reinkultur 
verwendet wurden, ist nur näherungsweise möglich. Das Bakterium Burkholderia sp. 
war z.B. in der Lage, in speiseölhaltigem (1% (x/v)), synthetischem Abwasser innerhalb 
von 48 Stunden Inkubation Abbauraten zwischen 77,4% - 96,7% für verschiedene Öle 
zu erreichen. Diese Ergebnisse sind aufgrund der Versuchsbedingungen nur bedingt 
vergleichbar. Die Verwendung von synthetischem Abwasser führte in dieser Studie sehr 
schnell (48 h) zu hohen Zelldichten in den Versuchsansätzen (>1×1010 Koloniebildende 
Einheiten [KBE/mL]), demgegenüber waren in der vorliegenden Studie die 
Wachstumsraten der Bakterien aufgrund des MMO wesentlich geringer, denn es gab, 
anders als bei Matsumiya, Wakita et al. (2007), kein Co-Substrat und das Abfallfett bot 
die alleinige Kohlenstoffquelle. 
Durch die HPTLC konnten keine gravierenden Unterschiede in der dynamischen 
Veränderung der Abfallfettinhaltsstoffe festgestellt werden. Die Analysedaten der 
Gaschromatographie zeigten hingegen für beide Versuchsansätze deutliche 
Abweichungen in der Elimination gebundener und freier Fettsäuren. Die Inkubation des 
Abfallfetts mit Rhodococcus rhodochrous führte dazu, dass schon nach dem ersten Tag 
der Kultivierung 75% der Markerfettsäuren eliminiert wurden. Diese Elimination setzte 
sich im Laufe der Zeit nicht weiter fort. Freie Fettsäuren wurden weiterhin eliminiert, 
aber der gebundene Teil der Fettsäuren Oleat und Palmitat wurde nur langsam 
umgesetzt. Für Rhodococcus erythropolis verlief die Elimination dieser Fettsäuren 
weniger schnell. Nach einem Tag lag sie bei ca. 40% der applizierten Fettsäuremenge. 
Aber auch hier zeigte sich eine Stagnation im Eliminierungsprozess nach zwei Tagen 
der Inkubation. Wie bereits in anderen Studien beschrieben, scheint bei hoher 
Abfallfettlast nicht so sehr die Spaltung der Triglyceride, sondern vielmehr die 
Metabolisierung der freien Fettsäuren die Eliminationsrate zu limitieren (Mihara et al. 
2000). Die observierte Stagnation der FFA-Eliminierung bestätigte diese Annahme. 
Zudem konnten in den Eignungstests Effekte von FFA auf das Bakterienwachstum 
nachgewiesen werden. Weiterhin könnte das verwendete MMO diesen Effekt noch 
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verstärkt haben, indem einige Inhaltsstoffe (z.B. Stickstoff) bereits zu einem frühen 
Zeitpunkt nicht mehr zur Verfügung standen und daher limitierend auf Wachstum und 
Fettabbau wirkten. Interessant war, dass diese Stagnation nur bei den getesteten 
Bakterien auftrat. Daher kann spekuliert werden, dass Hefen in der 
Fettsäuremetabolisierung nicht auf diesen limitierenden Inhaltsstoff angewiesen waren. 
Hefen 
In der Literatur sind einige Studien zur Verwendung von Hefen in Reinkulturen zum 
Zweck der Abwasserbehandlung beschrieben. Candida cylindracea, Candida rugosa 
und Yarrowia lipolytica wurden je als Reinkultur z.B. für die mikrobiologische 
Reinigung von olivenölhaltigen Abwässern, getestet (Brozzoli et al. 2007; Brozzoli et 
al. 2009; Gonçalves et al. 2009). Ähnliche Untersuchungen wurden an Geotrichum 
candidum, sowohl in statischen, als auch in kontinuierlichen Kulturen durchgeführt 
(Asses et al. 2009). 
Die deutlich erhöhte Elimination des Abfallfetts nach Augmentation mit Yarrowia 
lipolytica (DSM 1345) oder Candida cylindracea mit 66% bzw. 55% FOG-Elimination 
nach 48 h beschrieb eindrücklich das Potenzial der Bioaugmentation, zumal nach 
vierzehn Tagen Inkubation beide Hefen mehr als 85% des applizierten Abfallfetts 
umgesetzt hatten. Im Vergleich zum reinen Biostimulationsverfahren zeigte sich hier 
ein deutlicher Vorteil, nicht nur in der Abbaugeschwindigkeit, sondern auch in den 
erreichten Endpunkten. 
Die Hefe Yarrowia lipolytica (DSM 3286) zeigte hingegen einen deutlich schwächeren 
Umsatz des Abfallfetts, bei zugleich grossen Schwankungen in den Messwerten (siehe 
Tabelle 7.6). Ein tieferer Einblick via HPTLC zeigte einen massiven Anstieg freier 
Fettsäuren (43,3% nach einem Tag) in der relativen Verteilung der Fettbestandteile. 
Dieser hohe Anteil am Gesamtabfallfett blieb über die gesamte Testzeit erhalten. 
Im Versuch mit Candida cylindracea und Yarrowia lipolytica (DSM 1345) sank der 
Gehalt an freien Fettsäuren und der relative Anteil polarer Rückstände stieg stark an. 
Diese Rückstände nahmen über die Zeit wieder kontinuierlich ab, wohingegen der Wert 
für FFA im Versuchsverlauf stark schwankte. Im Ansatz mit Candida cylindracea kam 
es zu einem kontinuierlichen Anstieg im relativen Gehalt von 1,3-DAG bis über 21% 
zum Ende der Inkubation. Dieser kontinuierliche Anstieg deutete auf eine 
vergleichsweise schlechte Verwertung bestimmter Diacylglycerole hin. Diese wurde 
eventuell durch die bereits beschriebene Substratselektivität der Lipasen verursacht 
(Borgdorf 2005). 
8 Diskussion 
 
 148 
Im Gegensatz zu Candida cylindracea war Yarrowia lipolytica (DSM 1345) in der 
Lage, 1,3-DAG bis auf einen relativen Anteil von 5% nach 14 Tagen zu senken. Bei 
Yarrowia lipolytica (DSM 1345) kam es hingegen zeitweise zur relativen Anreicherung 
von 1,2-DAG. Eine Kombination beider Stämme könnte daher von Vorteil für die 
Bioaugmentation sein, denn beide Stämme könnten sich bezüglich der Verwertung von 
1,3-DAG und 1,2-DAG ergänzen. 
Yarrowia lipolytica (DSM 3286) schien eine sehr wirkungsvolle Lipase zu exkretieren. 
Die Freisetzung der Fettsäuren war jedoch anscheinend ein Problem für den 
Organismus. Diese Probleme könnten in der Nutzung oder der Aufnahme der 
freigesetzten Fettsäuren liegen. Für Yarrowia sp. wurde bereits eine selektive Aufnahme 
an Fettsäuren beschrieben (Seraphim Papanikolaou 2003), jedoch zeigte Yarrowia 
lipolytica dort eine verminderte Aufnahme der C16:0 und C18:0 Fettsäuren. Die Fettsäuren 
C12:0, C14:0 und C18:3 wurden sogar vollständig aus dem Substrat entfernt und die 
Konzentration an C18:1 und C18:2 wurde um 55-80 wt-% gesenkt. Darüber hinaus wurde 
C18:0 in der Zelle selektiv akkumuliert, sodass die Forschergruppe schlussfolgerte, dass 
die Hefe Yarrowia lipolytica zur selektiven Aufnahme bestimmter Fettsäuren befähigt 
ist. Diese selektive Aufnahme konnte aber nicht alleine der Grund für die schlechte 
Eliminationsleistung von Yarrowia lipolytica (DSM 3286) sein, denn in der 
vorliegenden Arbeit wurden zwei Yarrowia lipolytica Stämme untersucht, die beide 
diese Fähigkeit hätten aufweisen sollen. Sie zeigten aber dennoch ein gegensätzliches 
Abbauverhalten. Daher wurde vermutet, dass die bloße Anwesenheit der freigesetzten 
Fettsäuren z.B. durch Sorption an Zellwänden, ein Versorgungsproblem der Zelle 
verursacht haben konnte. Dies könnte die starken Schwankungen in den 
Messergebnissen erklären. Ein Indiz für diesen Erklärungsansatz bot der bereits in 
Kapitel 5.2.1 erläutere Vorgang der Schaumbildung in Kläranlagen. 
Ein Vergleich mittels gaschromatographischer Analyse zeigte, dass beide Stämme der 
Art Yarrowia lipolytica unterschiedlich auf die Inkubationsbedingungen reagierten. Der 
Verdacht, der durch den Tributyrintest aufgekommen war, dass beide Stämme 
Unterschiede im Abbauverhalten aufweisen könnten, wurde durch dieses Ergebnis 
bestätigt. Im erweiterten Tributyrintest zeigte sich, dass bestimmte freie Fettsäuren 
einen negativen Einfluss auf das Wachstum des Stamms DSM 3286 hatten. Im Test 
wurde als Effekt eine Minderung des Verhältnisses von Hofbreite zu Kolonieradius 
festgestellt, sofern Ölsäure oder Linolensäure während der Applikation der 
Mikroorgansimen zugefügt wurde. 
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Verglich man die Ergebnisse beider Stämme miteinander, so fiel auf, dass im 
Versuchsansatz mit Yarrowia lipolytica (DSM 3286) die Menge der C18:1-Fettsäure 
langsamer abnahm als bei der Inkubation mit Yarrowia lipolytica (DSM 1345). Am 
Ende der Inkubation zeigte sich für Yarrowia lipolytica (DSM 3286) ein deutlicher Rest 
an freier Ölsäure (7,85 mg), der ca. 10% der extrahierten Masse ausmachte. Freie 
Ölsäure könnte somit verantwortlich für die geringe Elimination des Abfallfetts sein. 
Dieser Befund untermauerte die These, dass Sorption den Eliminationsprozess durch 
Yarrowia lipolytica (DSM 3286) unterbindet, denn laut anderer Arbeiten (Seraphim 
Papanikolaou 2003) sollte die C18:1-Fettsäure sehr schnell aufgenommen und eliminiert 
werden. Anders als von (Mihara et al. 2000) beschrieben, dass die Dekomposition des 
Speiseöls der limitierende Schritt der Eliminierung des Öls ist, scheint hier die 
Freisetzung der Fettsäuren als hemmender Faktor aufgetreten zu sein. 
8.3.2 Bioaugmentation mit Mischkulturen 
Theoretisch sollten Mischkulturen einen Vorteil bei der Bioaugmentation bieten. Die 
Aufgabe, ein komplexes Substrat mit diversen Inhaltsstoffen abzubauen, sollte besser 
von verschiedenen Mikroorganismen mit komplexer Enzymausstattung geleistet 
werden, als von einem einzelnen Stamm alleine, dessen enzymatische Ausstattung 
beschränkt ist. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten in Übereinstimmung mit anderen 
Studien deutliche Vorteile bei der Verwendung von Mischkulturen in bioaugmentierten 
Systemen. Studien anderer Forschergruppen haben ergeben, dass Mischkulturen z.B. 
aus zwei Hefe-Stämmen schneller in der Lage waren Speiseöl abzubauen (43% in 24 h), 
als jede einzelne Kultur für sich alleine (32% und 18,5% in 24 h) (Sugimori 2009). 
Auch Mischkulturen aus Bakterien (Pseudomonas sp. and P. diminuta) zeigten einen 
besseren Ölabbau als die jeweiligen Einzelkulturen (El-Masry et al. 2004; El-Bestawy 
et al. 2005). In den vorliegenden Studien zeigten die Bioaugmentationstests in 
statischen Kulturen vergleichbare Resultate. Die Studie brachte hervor, dass bestimmte 
Kombinationen von Mikroorganismen besser oder schlechter geeignet waren, Abfallfett 
zu eliminieren. Alle getesteten Mikroorganismenkombinationen entfernten das 
Abfallfett schneller, konstanter und effizienter als die autochthone Biozönose der 
Biostimulation (Abbildung 7.21). Anhand der Resultate konnte abgeleitet werden, dass 
die Mischkultur mit der komplexesten Struktur die höchste Eliminierungsrate für 
Abfallfett aufwies (siehe Tabelle 8.1). Zugleich traten nur vergleichsweise geringe 
Schwankungen in den Wiederfindungen des Abfallfetts innerhalb paralleler 
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Versuchsansätze auf. Mit einer Elimination des applizierten Abfallfetts von über 70% 
nach 24 h und über 90% binnen 5 Tagen war die getestete Mischkultur, bestehend aus 
Yarrowia sp., Candida sp., Rhodococcus sp. und Pseudomonas sp., der erfolgreichste 
Bioaugmentationsansatz. Andere, weniger komplexe Mischkulturen zeigten schwächere 
Eliminationsraten (siehe Tabelle 8.1). Die untersuchte Mischkultur aus Hefen wies mit 
29% nach 24h eine vergleichsweise geringe Elimination des Substrats auf. Zugleich 
traten wie in der Versuchsreihe zur Bioaugmentation mit Yarrowia lipolytica (DSM 
3286) in Reinkultur große Schwankungen innerhalb der parallelen Ansätze auf. Die 
Mischkultur, bestehend aus Rhodococcus sp. und Hefen, führte zu wesentlich höheren 
Abbauraten (36% nach 24 h), als jede Mischkultur alleine erreichte (20% bzw. 29% in 
24 h). 
Tabelle 8.1 Eliminierung des Abfallfetts [%] in Abhängigkeit zur Inkubationsdauer; 
Bioaugmentation mit Mischkulturen bestehend aus Hefen und Bakterien; aerob, 28°C, 
unter Lichtausschluss; v = Probenreihe verloren; (n=3);  
Inkubationzeit Hefen Rhodococcus sp. 
Hefen 
+Rhodococcus sp. 
Hefen 
+Rhodococcus sp. 
+Pseudomonas sp. 
[d] Elimination des Abfallfetts [%] 
1 29 20 36 72 
2 55 v 71 86 
5 70 76 81 91 
6 78 78 85 93 
14 76 89 84 92 
Der via HPTLC dokumentierte dynamische Prozess, bestehend aus der Spaltung der 
Makromoleküle (TG und CE) hin zu Substanzen mit kleinem Molekulargewicht (FFA, 
1,2-, 1,3-DAG, MG) sowie aus Oxidationsprozessen hin zu 20% polaren Rückständen 
wies stark auf eine unproblematische Verwertung des Abfallfetts als Substrat hin. 
Dieser Befund wurde durch die gaschromatographische Analyse der Fettsäuren 
(Abbildung 7.22 (b)) bestätigt. In einer ähnlichen Studie (Brooksbank et al. 2007) 
wurde der Abbau verschiedener Öle durch ein sehr komplexes mikrobiologisches 
Präparat (F69) untersucht. Dieses Präparat bestand aus diversen Bakterien- und zwei 
Hefestämmen (siehe Tabelle 8.2). Die Inkubation dieser Mischkultur, über 21 bis 28 
Tagen, konnte nur für Sonnenblumenöl vergleichbare Eliminationsraten vorweisen. Das 
Präparat war in der Lage, ca. 88% des applizierten Öls zu eliminieren. Die 
Raumbelastung der Bioaugmentationstests der vorliegenden Arbeit und der Arbeiten 
von Brooksbank et. al. (2007) war mit 8 g Öl/L gleich hoch. Dennoch erreichte die 
Biozönose der vorliegenden Studie bereits nach zwei Tagen diese Eliminationswerte 
(siehe Tabelle 8.1). Zudem blieb auch eine Anreicherung bestimmter Fettsäuren aus, 
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wie sie von den Autoren berichtet wurde. Darüberhinaus traten, anders als bei 
Brooksbank et. al. (2007) bei dieser Mischkultur kaum Messschwankungen auf. Dies 
wurde als weiterer Indikator für einen stabilen Abbauprozess gewertet. 
Der deutliche Abbau des Abfallfetts favorisierte diese Mischkultur für den Einsatz 
innerhalb weiterführender Studien (Fettabscheidersimulation und Pilotversuch). 
Tabelle 8.2 Zusammensetzung des mikrobiologischen Präparats (F69) (Organica [UK] Ltd; 
(Brooksbank et al. 2007)) 
Spezies Anzahl der Stämme 
Bacillus subtilis 13 
Bacillus megaterium 4 
Bacillus thuringiensis 6 
Bacillus stearothermophilus 3 
Bacillus licheniformis 5 
Bacillus polymyxa 4 
Bacillus pumilus 2 
Lactobacillus sporogenes 2 
Bacillus sp. 5 
Sacharomyces cerevisiae 2 
Pseudomonas fluorescens  5 
Pseudomonas stutzeri 3 
Cellulomonas uda 1 
Micrococcus sp. 1 
Thiobacillus novellus 1 
8.3.3 Fettabscheidersimulation (M 1:10) 
Im Effluenten des Fettabscheidermodells wurden im Laufe der Zeit steigende CSB 
Werte bei gleichzeitig sinkendem FOG-Gehalt gemessen. Wahrscheinlich lag diesen 
Messdaten folgende Erklärung zugrunde: Bei Proben des Effluenten handelte es sich 
nicht um Proben, die einen Querschnitt der flüssigen Phase des Fettabscheidermodels 
repräsentierten, sondern um ein durch physikalische Trennung vorgereinigtes Abwasser. 
Fettartige Substanzen wurden im Reaktor zurückgehalten, während 
Abfallfettabbauprodukte im ablaufenden Abwasser löslich waren und den Innenraum 
verlassen konnten. Sobald sich der mikrobielle FOG-Abbau-Prozess etablierte, wurden 
im Wasser lösliche Substanzen (Abbauprodukte) freigesetzt und erhöhten somit den 
CSB im Effluent. 
Die molekularbiologische Untersuchung hatte ergeben, dass von allen dotierten 
Mikroorganismen nur Rhodococcus erythropolis und Candida cylindracea im 
Simmultionsreaktor detektiert werden konnte, wobei Rhodococcus erythropolis mit der 
Zeit sogar einen rötlichen Biofilm im gesamten System gebildet hatte. Alle anderen 
augmentierten Stämme konnten sich wahrscheinlich nicht an die vorherrschenden 
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Bedingungen adaptieren und wurden aus dem System ausgewaschen. Bereits die 
Ergebnisse der zuvor durchgeführten Bioaugmentationsstudien wiesen auf dieses 
Ergebnis hin. Denn in Versuchsansätzen mit Rhodococcus erythropolis und Candida 
cylindracea erwiesen sich diese Stämme als die Spezies mit der schätzungsweise 
höchsten Abundanz. 
Das interessanteste Ergebnis der Fettabscheidersimulation war die Bildung eines semi-
soliden Materials aufgrund biologischer Vorgänge (Mudge et al. 1994; Pereira et al. 
2003) und das, obwohl die selbe Biozönose wie in den Bioaugmentationstests zuvor 
eingesetzt wurde. Wie von Brooksbank et. al. (2007) beschrieben, könnten für diese 
Bildung fremde Mikroorganismen verantwortlich gewesen sein. Durch die Verwendung 
realen Großküchenabwassers wurden Keime in die Simulation eingebracht, die für die 
Bildung der semi-soliden Masse verantwortlich sein könnten. Dem gegenüber stehen 
jedoch die Ergebnisse der Bioaugmentationsstudien zur „autochthonen Mikroflora“ und 
zum „Isolat“, denn in diesen Versuchsreihen konnte keine Bildung einer semi-soliden 
Masse beobachtet werden. Es sollten somit evt. andere als die im Abfallfett enthaltenen 
Mikroorganismen für die Produktion der semi-soliden Masse verantwortlich sein. 
Andererseits könnte auch die Wähl des Mediums ausschlaggebend gewesen sein. 
Hierzu beschreibt Brooksbank et. al. (2007), dass bei gleichem Medium die semi-solide 
Masse erst nach Einsatz von „Mikroorganismen des Abwassers“ zu beobachten war. 
In Übereinstimmung mit Mudge et. al. (1994) war Palmitat (C16:0) ein Haubtbestandteil 
des in der Simulation produzierten klebrigen Materials. Anders als bei Mudge et. al. 
(1994), aber in Übereinstimmung mit Brooksbank et. al. (2007) war die Konsistenz 
dieser Masse nicht vergleichbar mit einem „used chewing gum“ (gebrauchten 
Kaugummi). Das von Mudge et. al. (1994) beschriebene Polymer wich also von der 
Konsistenz des im Simulator enstandenen Bodensatzes stark ab. Daher wird vermutet, 
dass nicht eine Polymerisation durch Autoxidation, sondern mikrobiologische Prozesse 
zur Bildung dieser Bodensatzmasse geführt haben. Diese Annahme wird durch Studien 
von Chao und Yang (1981) gestützt, in denen die Problematik der Kanalverstopfung, 
verursacht durch mikrobiellen Abbau von FOG aus Abwasser der wollverarbeitenden 
Industrie, dokumentiert wird. Andererseits könnten abiotische Faktoren, wie der in 
Kapitel 7.3 skizzierte Verlauf des pH-Wertes an der Bildung des „Sediments“ beteiligt 
sein. Bei hohem pH besteht die Wahrscheinlichkeit der Bildung schwer löslichen Ca2+-
Fettsäuresaltzen. 
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Für die Bioaugmentation von Gastronomieabwässern bedeutet dieser Sachverhalt eine 
Herausforderung, aber auch eine Möglichkeit. Denn einerseits muss die semi-solide 
Masse nicht zwingend gebildet werden, da die für deren Bildung verantwortlichen 
Mikroorganismen nicht unbedingt im Großküchenabwasser vorhanden sein müssen. 
Andererseits könnte die Bildung dieser Masse zu erheblichen verfahrenstechnischen 
Problemen führen sowie Schäden in der Kanalisation hervorrufen. Daher stellte sich im 
Vorfeld der Pilotstudie folgende Frage: „Was passiert mit den Rückständen sofern sie 
innerhalb eines Bioaugmentationssystems entstehen und nicht aussgetragen werden?“ 
Um diese Frage zu beantworten, wurden Abfallfett und dessen Rückstände nach aerober 
Inkubation zusammen mit Faulschlamm unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Dieser 
Aktivitätstest zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine höhere, positive Biogasproduktion 
für die Rückstände des Abfallfetts. Das Abfallfett selbst zeigte eine hemmende Wirkung 
auf die Biogasproduktion. Je nach pH verstärkte sich dieser Effekt noch. So war die 
relative Methanproduktion für die Rückstände bei pH 7,2 deutlich höher als bei pH 8,2. 
Die geringste Aktivität zeigte der Ansatz mit Abfallfett und einem pH von 8,2. 
 
Abbildung 8.1 Biogasproduktion aus Abfallfett sowie aus dessen Rückständen; bei aerober 
Kultivierung entstanden; Inkubation bei 37°C; 70 rpm; bei pH 7,2 und pH 8,2; (n=2) 
Als Konsequenz aus dieser Studie wurde entschieden, die Entwicklung eines aeroben 
Verfahrens für die in-itu Abfallfetteliminierung weiter zu verfolgen. Die Strategie der 
in-situ Eliminierung beruhte darauf, das Fett im Fettabscheider mittels aeroben 
Bioaugmentationsverfahren möglichst vollständig zu degradieren und eventuell 
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gebildete Rückstände anschließend als Rohstoffe der Biogasproduktion zuzuführen. Der 
Frage, ob diese Rückstände abgepumpt oder via Kanalisation in die Kläranlage 
verfrachtet werden könnten, wurde nicht weiter nachgegangen. 
8.3.4 Pilotstudie – Bioaugmentation im Fettabscheider 
Die Pilotstudie verlief aufgrund der bereits in Kapitel 7.3.1.5 beschriebenen Gründe 
wenig erfolgreich. Als einziges Kriterium, das signalieren könnte, dass die 
Bioaugmentation mittels der gewählten Biozönose hätte erfolgreich verlaufen können, 
war eine kurze Phase (14 Tage), in der ein erhöter relativer Proteingehalt im Innenraum 
der Pilotanlage gemessen werden konnte. Diese leichte Erhöhung der Messwerte (bis 
45% Protein/TS) könnte als Indiz für einen Aufbau mikrobieller Biomasse gewertet 
werden (siehe Abbildung 7.36). Dafür würde auch der pH-Wertverlauf im Innenraum 
sprechen, der in dieser Zeitperiode zwischen pH 7 und 9,5 schwankte. Dies würde 
bedeuten, dass ein Bioaugmentationverfahren zur beschleunigten Eliminierung von 
Abfallfett durch Regulierung des pH-Wertes ermöglicht werden könnte. 
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9 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Mikroorganismen sowohl einzeln, als 
auch in Mischkulturen hinsichtlich ihrer Eignung zum Einsatz in 
Bioaugmentationssystemen untersucht, die zur Beseitigung der Abfallfettfrachten aus 
Gastronomieabwässern dienen sollten. Neben der Eliminierung der Fettfrachten war die 
Etablierungsfähigkeit der Mikroorganismen ein wichtiger Aspekt der Untersuchung. 
Die gravimetrische Bestimmung des Restabfallfetts mit dessen anschliessender tieferer 
Analyse via HPLTC und fast-GC-MS waren, in Kombination mit der Erhebung eines 
genetischen Fingerabdrucks der untersuchten Kulturen, adäquate Methoden, um die 
Bioaugmentation näher zu untersuchen. Stufenweise und in verschiedenen Maßstäben 
wurde die biologische Abfallfetteliminierung erforscht. Laborstudien wurden in multi-
parallelen statischen Kulturen durchgeführt. Forschungsergebnisse dieser Studien 
wurden in Versuchen innerhalb eines Simulationsmodells (M 1/10) und später in zwei 
Versuchsreihen im technischen Maßstab überprüft. Die Pilotierung wurde in einem 
modifizierten Fettabscheider des Seniorenheims „Arche Noah“ (Aachen, Kohlscheid) 
durchgeführt. 
Die Wachstumstests ausgewählter Mikroorgansimen verdeutlichten die unterschiedliche 
Fähigkeit der Testorganismen, das Abfallfett als alleinige Kohlenstoffquelle zu nutzen. 
Ergänzend hierzu zeigten die Tributyrintests, dass diese Fähigkeit der Substratnutzung 
nicht durch die Bildung von Exolipasen limitiert war. Trotz fehlender Exolipaseaktivität 
waren Rhodococcus erythropolis und Rhodococcus rhodochrous in der Lage, auf 
abfallfetthaltigem Minimalnährmedium zu wachsen. Andererseits begünstigte die starke 
Exolipaseproduktion und –aktivität der getesteten Hefen deren Wachstum. 
Weiterführende Untersuchungen der getesteten Stämme zeigten, dass mit einer 
Elimination des applizierten Abfallfetts von über 70% nach 24 h und über 90% binnen 
14 Tagen die getestete Mischkultur aus Yarrowia sp., Candida sp., Rhodococcus sp. und 
Pseudomonas sp. der erfolgreichste Testansatz der Bioaugmentationsstudie in statischen 
Kulturen war. Die im Test simulierten Bedingungen entsprachen einer Raumbelastung 
von 8 g FOG/L. Somit war diese Mischkultur fähig, binnen 5 Tagen 7,2 g/L des FOG 
abzubauen (7,2 g/L*5d-1). Die tiefere Analyse der Fettzusammensetzung sowie des 
Fettsäuremusters brachten keine dem FOG angehörenden problematischen Rückstände 
hervor. Der hier durch die Bioaugmentation erzielte biologische Abbau lag deutlich 
über den Eliminationsraten, die durch Biostimulation bzw. durch die autochthone 
Mikroflora erzielt werden konnten. Im Vergleich zur abiotischen Kontrolle bauten die 
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autochthonen Mikroorganismen 57,4% (129,5 mg) des applizierten Abfallfetts binnen 
14 Tagen ab. Im Gegensatz zu anderen Studien (Brooksbank et al. 2007), in denen die 
sterile, abiotische Kontrolle eine hohe Degradation von 18%-50% aufwiesen, zeigten 
die Kontrollen der vorliegenden Arbeit eine sehr geringe Abnahme um ca. 15 mg FOG 
(ca. 7.5%) binnen 14 Tagen. Die Ergebnisse eines Vergleichs zwischen 
Mikroorganismen in Reinkultur und Mischkultur wiesen stark darauf hin, dass der 
Einsatz von Mikroorganismen als Reinkulturen weniger gut geeignet ist als 
Mischkulturen dieser Organismen. 
Mit Hilfe eines eigens entwickelten und konstruierten Fettabscheidersimulators (M 
1:10) konnten nicht nur verschiedene Einbauten für eine Fettabscheiderumrüstung 
getestet, sondern auch die Bioaugmentation eines Fettabscheiders im Labor untersucht 
werden. Hier zeigte sich, dass nicht alle inokulierten Mikroorganismen in der Lage 
waren, sich im System zu etablieren. Von den sechs zur Bioaugmentation zu Beginn 
eingesetzten Stämmen konnten nach 30 Tagen nur noch Rhodococcus erythropolis und 
Candida cylindracea nachgewiesen werden. Rhodococcus erythropolis etablierte sich 
im gesamten System, was durch deutliche Rotfärbung des gesamten Biofilms erkennbar 
war und anschließend mittels molekulargenetischen Methoden nachgewiesen werden 
konnte. Während der Betriebszeit von 147 Tagen bildete sich ein flockiges Sediment 
aus und die Fettfrachten konnten weitestgehend beseitigt werden. Die Werte im 
Effluenten für den CSB stieg zwar im Verlauf der Simulation an, die extrahierbaren 
Fettmengen sanken jedoch von anfänglich 600 mg CSB/L auf ca. 280 mg CSB/L nach 
über 90 Tagen. Zudem änderte sich die Zusammensetzung des Extraktes deutlich mit 
der Zeit. Das gebildete flockenartige, semi-solide „Sediment“ konnte mit Ethylacetat 
nur teilweise gelöst werden. Daher wurde geschlussfolgert, dass es zu ca. 50% aus 
mikrobieller Biomasse bestand. Der extrahierbare Anteil des „Sediments“ konnte 
mittels GC-MS näher bestimmt werden. Der Extrakt bestand hauptsächlich aus Palmitat 
und einem Cholesterolderivat. Eine Entsorgung der Restbiomasse wurde als nicht 
problematisch erachtet, zumal Aktivitätstests zur Biogasproduktion indizierten, dass 
sich das gebildete Sediment besser zu Biogas umwandeln ließ als das applizierte 
Abfallfett. Die Problematik könnte eher in der klebrigen Eigenschaft dieser Masse 
liegen, denn wie schon von Chao und Yang (1981) beschrieben könnten diese 
Rückstände verfahrenstechnische Probleme (z.B. Rohrverstopfungen) hervorrufen. 
Ein Fettabscheider des Typs „TOPO SF/E 2/200“ wurde mit extra angefertigten 
Baugruppen für eine Bioaugmentationsstudie umgerüstet. Die entwickelte Pilotanlage 
9 Zusammenfassung 
 
 157 
zeigte über die Laufzeit von 6 Monaten keine technischen Probleme. Es kam lediglich 
zu einer leichten Rohrquerschnittsverjüngung im Pumpenauslass der Venturidüse, die 
jedoch bei erfolgreicher Bioaugmentation ausbleiben sollte. Leider waren die ersten 
Bioaugmentationsversuche wenig erfolgreich. Die drastischen pH-Wertschwankungen 
mit extremen pH-Werten >12 machten eine Etablierung der Mikroorganismen, trotz 
Besatz mit Festphasen und Kompartimentierung der Anlage, fast unmöglich. 
Erschwerend kam hinzu, dass der Fettabscheiderinnenraum zu Beginn der Studie eine 
enorme Fettbelastung aufwies. Zudem zeigte sich, dass die eingebaute Nenngröße des 
Abscheiders sehr wahrscheinlich zu klein gewählt und daher unterdimensionier war. 
Weiterhin zeigten die Pilotstudien, dass die Grenzwerte der Entwässerungssatzung mit 
oder ohne Bioaugmentationssystem nicht eingehalten wurden. Aufgrund der 
Laborstudien ist es sehr wahrscheinlich, dass ein Bioaugmentationsverfahren zur 
Eliminierung der Fettfrachten z.B. von Großküchen innerhalb eines Fettabscheiders 
integriert werden könnte. Die fachliche Praxis verhindert momentan den Erfolg einer 
Fettabscheiderbioaugmentation. Der Einsatz von Neutralreinigern im 
Spülmaschinenbetrieb sowie die separate Entsorgung von Desinfektionsmitteln sollte 
dieses Verfahren ermöglichen. 
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10 Anhang 
10.1 Ergänzungen zu Material und Methoden 
10.1.1 Analyse des Abfallfetts mittels HPTLC 
Tabelle 10.1 Allgemeines Material für die HPTLC 
Bezeichnung Spezifikation Firma 
Kieselgelplatten (HPTLC-Fertigplatten) Nano-SIL-20 Macherey – Nagel 
Gewindeflaschen inkl. Schraubdeckel 
(PTFE-Septum) 4 mL; 1,8 mL CS GmbH 
Tabelle 10.2 Chemikalien zur Reinigung der HPTLC-Platten 
Bezeichnung Firma Menge 
Chloroform  Fluka 100 mL 
Methanol Fluka 100 mL 
Tabelle 10.3 Chemikalien zur Herstellung der Laufmittel der HPTLC 
Bezeichnung Firma Menge 
n-Hexan  Fluka 140 mL 
Diethylether Fluka 60 mL 
Tabelle 10.4 Chemikalien zur Färbung der HPTLC-Platten 
Bezeichnung Firma Menge 
Aceton Fluka 160 mL 
doppelt destilliertes Wasser Millipore 40 mL 
Primuline (0,001% ig) Sigma-Aldrich 2 mg 
Ethanol (95%) Fluka 1L 
Rhodanin G6 Sigma-Aldrich 0,3 mg/L 
10.1.2 Methodenentwicklung zur differenzierten Analyse von Abfallfett 
Tabelle 10.5 Materialien und Chemikalien der Derivatisierung 
Bezeichnung Spezifikation Firma 
Reagenzgläser mit Schraubdeckel 5 mL Brand 
gelochte PE-Schraubdeckel G9-L/S CS GmbH 
Gewindeflaschen inkl, Schraubdeckel 
(PTFE) diverse Volumina IVA 
Mikroeinsätze für Gewindeflaschen  200 µL IVA 
N2-Gas GC-Grade Linde 
methanolische KOH (2 M) p.a.  
Petrolether  2x destilliert Fluka 
Wasser doppelt destilliertes Millipore 
BSTFA  CS GmbH 
Ethylacetat  2x destilliert Fluka 
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10.1.3 Molekularbiologische Methoden 
Tabelle 10.6 Material und Chemikalien der molekularbiologischen Untersuchungen 
Bezeichnung Firma 
Dneasy® Plant Mini Kit Qiagen 
TAE-Puffer (50x) für die Molekularbiologie AppliChem 
Agarose, Molecular Biology Grade Eurogentec 
Ethidiumbromidlösung, 0,02% Sigma 
Red’y’star Mix With MgCl2 Eurogentec 
MgCl2 50 mM Eurogentec 
Universal Primer 16S rDNA U968GC MWG Biotech 
Universal Primer 16S rDNA L1401 MWG Biotech 
Universal Primer 18s rDNA GC Fung MWG Biotech 
Universal Primer 18s rDNA NS1 MWG Biotech 
Water Molecular Biology Grade Eppendorf 
O'GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus, ready-to-use Fermentas 
Acrylamid/bis-Acrylamid, für die Elektrophorese Sigma 
Formamid, deionisiert Sigma 
Harnstoff, für die Elektrophorese Sigma 
Essigsäure, 100%, p.A. AppliChem 
Silbernitrat (AgNO3) Sigma 
Natriumhydroxid Merck 
Formaldehyd Roth 
Natriumborhydrid (NaBH4) Sigma 
Natriumcarbonat (Na2CO3), p.A. Merck 
Ammoniumpersulfat (APS) Roth 
TEMED, 90%, p.A., für die Elektrophorese Roth 
10.1.4 Eignungstest der Mirkoorganismen 
Tabelle 10.7 Allgemeine Materialien und Chemikalien der Eignungstests 
Bezeichnung Spezifikation Firma Konzentration 
sterile Zahnstocher 
 
  
Schottflaschen inkl, (PTFE) Schraubdeckel 1 L Schott Duran®  
Einweg-Petrischalen 94/16 Greiner Bio-One  
doppelt destilliertes Wasser (Millipore)    
MMO-Medium Stanier et al, 1966  28 mL/L 
FOG   8 g/L 
Agar für die 
Bakteriologie 
AppliChem 12 g/L 
Ethanol 1x dest  70% (v/v) 
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Tabelle 10.8 Zusammensetzung des Minimal-Mediums MMO nach Stanier et al, 1966 
Bezeichnung Konzentration 
Na2HPO4 1419,6 mg/L 
KH2PO4 1360,9 mg/L 
(NH4)2SO4 396,3 mg/L 
MgSO4 98,5 mg/L 
CaCl2 29,4 mg/L 
EDTA 3,2 mg/L 
FeSO4*7H2O 2,75 mg/L 
ZnSO4*7H2O 1,15 mg/L 
MnSO4*H2O 1,7 mg/L 
CuSO4*5H2O 0,375 mg/L 
Co(NO3)2*6H2O 0,235 mg/L 
(NH4)6Mo7O24*4H2O 0,125 mg/L 
 ad pH 7 
Tabelle 10.9 Materialien und Chemikalien des Tributyrintests (klassisch und erweitert) 
Bezeichnung Spezifikation Firma Konzentratio
n 
sterile Zahnstocher    
Schottflaschen inkl. (PTFE) 
Schraubdeckel 1 L Schott Duran
®
  
Einweg-Petrischalen 94/16 Greiner Bio-One  
Wasser doppelt destilliert Millipore  
Pepton aus Fleisch Bakteriologisch rein Roth 2,5 g/L 
Pepton aus Casein Bakteriologisch rein Fluka 2,5 g/L 
Hefeextrakt Bakteriologisch rein AppliChem 3,0 g/L 
Tributyrin Bakteriologisch rein Roth 10 mL 
Agar Bakteriologisch rein AppliChem 12 g/L 
Ethanol 1x dest,   70% (v/v) 
10.1.5 Abbaustudien I-III 
Tabelle 10.10 Allgemeine Materialien und Chemikalien der Bioaugmentationsstudien 
Bezeichnung Spezifikation Firma Konzentration 
Vollpipetten 25 mL Brand  
Messkolben 2 mL Brand  
Peleusball  Brand  
Pasteurpipetten 150 mm Brand  
Vollpipetten 25 mL Brand  
Pipettensauger  VWR  
Schottflaschen inkl, (PTFE) 
Schraubdeckel 1 L Schott Duran®  
Glasfaserfilter APFC07000 Millipore  
10 Anhang 
 
 161 
Bezeichnung Spezifikation Firma Konzentration 
Enghalsflaschen (braun) inkl, (PTFE) 
Schraubdeckel  ~100 mL   
Gewindeflaschen inkl, Schraubdeckel 
(PTFE-Septum) 4mL; 1,8mL CS GmbH  
Enghals-Erlenmeyerkolben 100 und 300 mL Schott Duran®  
Einmalfilter Chromafil CA-45/25 Macherey – Nagel  
Einweg-Spritzen 100 Sterican Brand  
Standard-I-Medium  Roth 25 g/L 
MMO-Medium    
Wasser doppelt destilliertes Millipore  
n-Hexan  GC-grade Fluka  
Isopropanol  2x destilliert Fluka  
Ethylacetat  2x destilliert Fluka  
Natriumsulfat (Na2SO4) Wasserfrei, p,a, Riedel-de Haën  
Schwefelsäure (H2SO4) p,A, (95-97%) Merck KGaA 
 
FOG Abfallfett aus Fettabscheider Großküche 
0,2 g/Ansatz = 
8g/L 
10.2 Ergänzung zu Ergebnissen 
10.2.1 Massenspektren der Abfallfettcharakterisierung 
 Massenspektrum 
Name (engl.) 
Octanoic acid, methyl ester 
Summenformel 
C9H18O2 
Retentionszeit 
2,706 min 
Molekulargewicht 
158,13 
Hauptmassen 
74; 87; 101; 115; 127; 158 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
2-Octenoic acid, methyl ester, (E)- 
Summenformel 
C9H16O2 
Retentionszeit 
2,956 min 
Molekulargewicht 
156.12 
Hauptmassen 
41; 55; 74; 87; 101; 113; 125 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
Decanoic acid, methyl ester 
Summenformel 
C11H22O2 
Retentionszeit 
3,776 min 
Molekulargewicht 
186.16 
Hauptmassen 
41; 55; 74; 87; 101; 1115; 143 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
2-Decenoic acid, methyl ester 
Summenformel 
C11H20O2 
Retentionszeit 
4,037 min 
Molekulargewicht 
184,15 
Hauptmassen 
41; 55; 69; 87; 100; 113; 127;; 153 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
Dodecanoic acid, methyl ester 
Summenformel 
C13H26O2 
Retentionszeit 
4,855 min 
Molekulargewicht 
214,19 
Hauptmassen 
43; 55; 74; 87; 101; 115; 129; 143;157; 171; 
183 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
Methyl tetradecanoate 
Summenformel 
C15H30O2 
Retentionszeit 
5,781 min 
Molekulargewicht 
242,22 
Hauptmassen 
43; 55; 74; 87; 101; 115; 129; 143;157; 168; 
185; 199; 211 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
9-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 
Summenformel 
C17H32O2 
Retentionszeit 
6,573 min 
Molekulargewicht 
268,24 
Hauptmassen 
41; 55; 69; 83; 96; 110; 123; 152; 166; 179; 
236 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
Pentadecanoic acid, 14-methyl-, methyl 
ester 
Summenformel 
C17H34O2 
Retentionszeit 
6,656 min 
Molekulargewicht 
270,26 
Hauptmassen 
43; 55; 74; 87; 101; 115; 129; 143;157; 171; 
185 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 
Summenformel 
C19H36O2 
Retentionszeit 
7,476 min 
Molekulargewicht 
296,27 
Hauptmassen 
43; 55; 69; 83; 97; 111; 125; 138; 152;166; 
180; 222; 264 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
Octadecanoic acid, methyl ester 
Summenformel 
C19H38O2 
Retentionszeit 
min 
Molekulargewicht 
298,29 
Hauptmassen 
43; 55; 74; 87; 97; 115; 129; 143;171; 199; 
227; 255; 270; 298 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
Oleic acid 
Summenformel 
C18H34O2 
Retentionszeit 
8,400 min 
Molekulargewicht 
296,42 
Hauptmassen 
43; 55; 74; 83; 98; 125, 151; 222;264; 282; 
296 
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Name (engl.) 
9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester 
Summenformel 
C19H34O2 
Retentionszeit 
8,511 min 
Molekulargewicht 
294.26 
Hauptmassen 
41; 55; 67; 81; 95; 109; 123; 150;164; 178; 
223; 263; 294 
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 Massenspektrum 
Name (engl.) 
Eicosanoic acid, methyl ester 
Summenformel 
C21H42O2 
Retentionszeit 
8,617 min 
Molekulargewicht 
326,32 
Hauptmassen 
43; 59; 74; 87; 97; 115; 143; 171; 199; 227; 
255; 283; 298; 326 
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
8000
9000
Ab
u
n
da
n
z
RT = 8,617 min
7440
57 207 283143
97 326
241125 354191
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
8000
9000
m/z-->
Ab
u
n
da
n
z
Eicosanoic acid, methyl ester
74
43
326143
2839759 199 22727 115 171 255 298
Ab
u
n
da
n
z
Ab
u
n
da
n
z
 
10 Anhang 
 
 166 
10.2.2 Molekularbiologische Untersuchungen 
Tabelle 10.11 Sequenzierung nach DGGE: Vergleich der Versuchsansätze (a) Rhodococcus 
rhodochrous (DSM 312) und (b) Rhodococcus erythropolis (DSM 11097); 
Sequenzierung der 16S-rDNA-Banden; nach t=1d und t=14d 
Versuchsansatz/- 
Zeitpunkt Sequenz inokulierter und detektierter Bakterien -Batchversuch 
(a) 
Rhodococcus 
rhodochrous 
(DSM 312) 
5'-AACGCGAAGAACCTTNNNNNNNNNNNACATGTACCGGACGACNGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGCCGGTAGACAG 
   GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTNNNNNNNNNNNACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT 
   TGCCAGCACGTGATGGTGNNNACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTNNNATACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGNNGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGANTACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
 
Blast 
Query ID: lcl|40099 
FJ468342.1  „Rhodococcus rhodochrous, 16S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
t=1d 
(b) 
Rhodococcus 
erythropolis 
(DSM 11097) 
5'-AACGCGAANAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGAAAGCTGCAGAGATGTGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAG 
   GTGGTGCATGNNTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTNNNTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTATNT 
   TGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGANGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACAGAGGGCTGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCNNNGTCTNCAACTCGANNNNNTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
 
Blast 
Query ID    lcl|22423 
AB499800.1  „Rhodococcus erythropolis gene for 16S rRNA, partial Sequence“ 
(a) 
Rhodococcus 
rhodochrous  
(DSM 312) 
5'-AACGCGAAGAANNTTACCTGGGTTTGACATGTNNCGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTNCCTTGTGGCCGGTAGACAG 
   GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGNTCGTGTCGTGAGATGTTGNGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTNCTGTGT 
   NGCCAGCACGTGATGGTNNGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGNNAGGTGGGGACGACNTCANGTCAT 
   CATNCCCNTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGNNTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCNGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTNNNTACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
 
Blast 
Query ID: lcl|2069 
FJ468342.1  „Rhodococcus rhodochrous, 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
t=14d 
(b) 
Rhodococcus 
erythropolis 
(DSM 11097) 
5'-NNNNNNNNGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGAAAGCNNCAGAGATGTGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAG 
   GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTNNNNCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTATGT 
   TGCCANCACGTTATGGTGGGGACTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGANGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACAGAGGGCTGCNNGACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGANNNNNNNNNNATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGAATNNNNNNCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
 
Blast 
Query ID: lcl|47903 
AB499800.1  „Rhodococcus erythropolis“ gene for 16S rRNA, partial sequence 
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Tabelle 10.12 Sequenzierung nach DGGE: Vergleich der Versuchsansätze (a) Yarrowia lipolytica 
1345, (b) Yarrowia lipolytica 3286 und (c) Candida cylindracea 2034; Sequenzierung 
der 16S- und 18S-rDNA-Banden; nach t=1d und t=14d 
 Sequenz inokulierter und detektierter Mikroorganismen - Batchversuch 
(a) 
Yarrowia 
lipolytica 
(DSM 1345) 
5'-GTAGTCNNATGCTTGTCTCAAAGACTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACAATTATACAGTGAANCTGCGAACGG 
   CTCATTAAATCAGTTATCNNTTATTTGATAGTTTTCTACATGNATAACCGTGATNNNNNCAGAACTAATACATGAC 
   AGCCTTCTGGCGTATATATTAGATACANACCAACAGTATGGTGATTCATAATATCNTGTCNAACCGATCTTCGGTG 
   TATCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTGTCGATAGTAGGATCGTGGCCTACCATGGTAACAACGGGNNACGGGGA 
   AT-3' 
 
Blast 
Query ID: lcl|7813 
DQ133002.1|  „Yarrowia lipolytica, 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
(b) 
Yarrowia 
lipolytica 
(DSM 3286) 
5'-NNNNNNATATGCTTNNNTCAAAGACTAAGCCATGNNNGTCTAAGTAAAAACAATTATACAGTGAAACTGCGANNNG 
   CTCATTAAATCAGTTATCGTTTANTTGATAGTTTTCTACATGGATAACCGTGATAACTTCAGAACTAATACATGAC 
   AGCCTTCTGGCNTATATATTAGATACAAACCAACAGTATGGTGATTCATAATATCTTGTCGAACCGATCTTCGGTG 
   TATCATTCAAATTTCTGCCCTANNAACTGTCGATAGTAGGATCGNGGCCTACCAT-3' 
 
Blast 
Query ID: lcl|29389 
DQ133002.1  „Yarrowia lipolytica, 18S ribosomal RNA gene, partial sequenc“ 
t=1d 
(c) 
Candida 
cylindracea 
(DSM 2034) 
5'-GTAGTCATATGCNNGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCAATTTATACAGTGAANNNGCGAATG 
   NCTCATTAAATCAGTTATCNNTTATTTGATAGTACCTTTANNNNTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATAC 
   ATGCTAAAAACCCCGACTGTTTGGGAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTCTTTGAGCTCTTTGATGA 
   TTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTNAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGA 
   TGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
 
Blast 
Query ID: lcl|26805 
AB013510.1  „Candida cylindracea, 18S rRNA gene, strain JCM 9586, partial sequence“ 
(a) 
Yarrowia 
lipolytica 
(DSM 1345) 
5'-ATGCTTGTCTCNNNNNNTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACAATTATACAGTGAAACTGCGAACGGCTCATTAA 
   ATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTTTCTACATGGATAACCGTGATAACTTCAGAACTATATACATGACAGCCTTC 
   TGGCGTATATATTAGATANAAACCAACAGTATGGTGATTCATAATATCTTGNCGAACCGATCTTCGGTGTATCATT 
   CAAATTTCTGCCCTATCAACTGTCGATAGTAGGATCGTGGCCTACCATGGTAACAACGGGTAACGGGNNNT-3' 
 
Blast 
Query ID: lcl|46683 
DQ133002.1  „Yarrowia lipolytica, 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
(b) 
Yarrowia 
lipolytica  
(DSM 3286) 
5'-GTAGTCATTTGCTTCTCTCAAAGACTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAANNNATTATACAGTGAAACTGCGAACGG 
   CTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGNNTTCTACATGGATAACCGTGATAACTTCAGAACTAATACATGAC 
   AGCCTTCTGGNNNNNATATTAGATACAAACCAACAGTATGGTGATTCATAATATCTTGTCGAANCNATCTTCGGTG 
   TATCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTGTCGATAGTAGGATCGTGGCCTACCNNGGTAACAACGGGTAACNNNNN 
   NN-3' 
 
Blast 
Query ID: lcl|16835 
DQ133002.1  „Yarrowia lipolytica, 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
t=14d 
(c) 
Candida 
cylindracea 
(DSM 2034) 
5'-GTANNNNNNATNNTTGTCTCAAAGATTAAGCCATNNATGTCTAAGTATAAGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAATG 
   GCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACA 
   TGCNNNAAACCCCGACTGTTTGGGAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTCTTTGAGCTCTTTGATGATT 
   CATAATAACTTTTCGAATCNNNTGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGG 
   TAGGATAGTGGCCTACCATGGTNNNNACGNNNAACGGGGAAT-3' 
 
Blast 
Query ID: lcl|45343 
AB013510.1  „Candida cylindracea, 18S rRNA gene, partial sequence“ 
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Tabelle 10.13 Ermittelte Sequenzen der 16S- bzw. 18S- Analyse via PCR und DGGE für Proben der 
fettabscheidersimulation 
Nachweis bioaugmentierter Mikroorganismen 
 Sequenz der 16S-rDNA Analyse 
Rhodococcus 
Erythropolis 
5'-annnnnnagaacctnncctgggtttgacatataccggaaagctgcagnnntgtggccccccttgtggtcggtatac 
   aggtggtgcatgnctgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttnagtcccgcaacgagcgcaacccctatctt 
   atgttgccagcacgttatggtggggactcgtaagagactgcnnnggtcaactcggangaaggtggggacgacgtca 
   agtcatcatgccncttatgtccagggcttcacacatgctacaatggccagtacagagggctgcgagaccgtgaggt 
   ggagcgaatcccttaaagctggtctcagtnnggatcggngtctgcaactcgaccccntgaagtcggagtcgctagt 
   aatcgcagatcagcaacgctgcggngaatacgttccngggncttgtacacaccg-3' 
 
Query ID: lcl|7959 
AB499800.1  „Rhodococcus erythropolis, gene for 16S rRNA, partial sequence“ 
 
 
 Sequenz der 18S-rDNA Analyse 
Candida 
Cylindracea 
5'-gtagtcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtataagcaatttatacagtgaaactgcgaatg 
   gctcattaaatcagttatcgtttatttgatagtacctttactacttggataaccgtggtaattctagagctaatac 
   atgctaaaaaccccgactgtttgggaggggtgtatttattagatnnnnnntcaatgctctttgagctctttgatga 
   ttcataataacttttcgaatcgcatggccttgtgctggcgatggttcattcaaatttctgccctntcaactttcga 
   tggtaggatagtggcctaccatggtttcaacgggtnncggggaat-3' 
 
Query ID: lcl|16393 
AB013510.1  „Candida cylindracea, 18S rRNA gene, partial sequence“ 
 
 
 
Tabelle 10.14 Sequenzierungsergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen via DGGE 
Abbaustudie I: Kontrollversuch 
Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen 
Code Titel: „Autochthone Mikroflora“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz:  PECO01 
5'-gtagtcnnnngcttnnntcaaagattaagccatgnatgtctaagtataagcactttatactgtnnaactgcgaatggc 
   ncattaagtcagttatcgtttatttnatagtaccttactacatggatacctgtggtaattcnngagctaatacatgct 
   aaaaaccccgacttcaggaannnntgtatttattagataaaaaaccaacgcccttcggggctccttggtgaatcataa 
   taacttaacgaatcgcatggccttgcgccggcgatggttcattcaaatttctgnnntatcaactttcgatggtaggat 
   agtggcctaccatggtggcaacgggtaacggggaat-3' 
I 
BLAST 
Query-ID: lcl|31035 
EF395943.1  „Penicillium sp. F2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz:  PECO02 
5'-gtagtcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtataagcactttatactgtgaaactgcgaatggc 
   tcattnnnnnnnnnnnnnnnnatttnntagtaccttactacatggatacctgtggtaatnnnnnagctaatacatgct 
   aaaaaccccgacttcaggaaggggtgtatttattagataaaaaaccaacgcccttcggggctccttggtgaatcataa 
   taacttaacgaatcgcatggccttgcgccggcgatggttcattcaaatttctgccctatcaactttcgatggtaggat 
   agtggcctaccatggtggcaacgggtaacggggaat-3' 
III 
BLAST 
Query ID: lcl|60307 
EF395943.1  „Penicillium sp. F2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz:  ASNI01 
5'-attccccnnnacccgttgccaccatggnnnnncactatcctnnnnnngaaagttgatagggcagaaatttgaatgaac 
   catcgccggcgcaaggccatgcgattcgttaagttattatgattcaccaaggagccccgaagggcattggttttttat 
   ctaataannnnaccccttccgaantcgaggttnnnagcatgtattagctctagaattaccacaggtatccatgtagta 
   aggtactatcaaataaacgataactgatttaatgagccattcgcagtttcacagtataaagtgcttatacttagacan 
   nnntggcttaatctttgagacaagcatatgactact-3' 
IV 
BLAST 
Query ID: lcl|16155 
EU884135.1  „Aspergillus niger strain EIM-4 18S rRNA gene, partial sequence“ 
VI DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
10 Anhang 
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Abbaustudie I: Kontrollversuch 
Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen 
Sequenz:  ASNI02 
5'-attccccgttannngttgccaccatggtaggccactatcctaccatcgaaagttgatannncagaaatttgaatgaac 
   catcgccggcgcaaggccatgcgattcgttaagttattatgattcaccaagnnnnnccgaagggcattggnnnnnnat 
   ctaataaatacaccccttccgaagtcgaggttttcagcatgtattagctctagaattaccacaggtatccatgtagta 
   aggtactatcaaataaacgataactgatttaatgagccattcgcagtttcacagtataaagtgcttatacttagacat 
   gcatgnnttaatctttgagacaagcatatgactact-3' 
BLAST 
Query ID: lcl|44239 
EU884135.1  „Aspergillus niger strain EIM-4 18S rRNA gene, partial sequence 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz:  ASOR01 
5'-gtagtcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtataagcactttatactgtgaaactgcgaatggc 
   tcattaaatcagttatcgtttatttgatagtaccttactacatggatacctgtggtaattctagagctaatacatgct 
   aaaaacctcgacttcggaaggggtgtatttattagataaaaaaccaatgcccttcggggctccttggtgattcataat 
   aacttaacgaatcgcatggccttgcgccggcgatggttcattcaaatttctgccctatcaactttcgatggtaggata 
   gtggcctaccatggtggcaacgggtaacggggaat-3' 
VII 
BLAST 
Query ID: lcl|29317 
FJ176930.1  „Aspergillus oryzae 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz:  GECA01 
5'-gtagtcatatnnntgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtataagcattatacagtgaaactgcgaatggctc 
   attaaatcagttatcgtttatttgatattacattactacttggatnnccgtggtaattctagagctaatacatgctaa 
   aacggccgggtttnnngctggtatttattagatnnnnnnncaatgccctcgggctctatggtgaatcataataacttg 
   tcgaatcgcatggccttgtgccggcgatggttcattcaaatttctgccctatnnactttcgatggtaggatagaggnn 
   nnncatggtttnaacgggtaacggggaat-3' 
VIII 
BLAST 
Query ID: lcl|36045 
AB000652.1  „Geotrichum candidum DNA for 18S ribosomal RNA, strain IFO 4599“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz:  RHOR01 
5'-gtagtcatatgcttgtctcnnngattaagccatgcatgtctnngtataaataacttnatattgtgaaactgcgaatgn 
   ctcattaaatcagttatgnnctacgtgacaaattctttactacttggataaccgtggtaattctagagctaatacatg 
   caaaaaagccctgacttacgaaggggtgcacttattagataaaaccaacgcnnnntaaaacctgnntcttggtgaatc 
   ataataattaagcggatcgcatgnccttgtgccggcgacggtccactcgannnnctgccctatcatggttgagattgt 
   aagatagaggnttacaatgcctacaacgggtaacggggaat-3' 
IX 
BLAST 
Query ID: lcl|40441 
DQ013302.1  „Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis 18S rRNA gene, 
               partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz:  BASU01 
5'-aacgcgaagaaccttaccannncttgacatacaccggaaacnnccagagatggtcgcccccttgtggtcggtgtacng 
   gtggtgcatngttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcncgcaacgagcgcaaccctcgttctatgt 
   tgccnnngcgttatggcngngactcanaggagactgccggggtcaactcngaggaaggtggnnatgacgtcaaatcat 
   catgnnccttatgtcttgggctncacgcatgctacaatngccggtacaaanggctgcgataccgtaaggtggagcnna 
   tnnnaaaaagccggtctcagttcggattgaggtctgcaactcgaccnnntgaagtcggagtcgctagtaatcgcagat 
   cagcaacgctgcggtgaatacgttcccnnnccttgtacacaccg-3' 
XI 
BLAST 
Query ID: lcl|22343 
EU373393.1  „Bacillus subtilis strain TPL16 16S rRNA gene, partial sequence“ 
 
Code Titel: Isolat 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz:  PECO04 
5'-gtnnnnntatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtnnnngcactttatactgtgaaactgcgaatggc 
   tcattaagtcagttatcgtttatttgatagtaccttactacatggatacctgtggtaattctagagctaatacatgct 
   aaaaaccccgacttcaggaaggggtgtatttattagataaaaaaccaacgcccttcggggctccttggtgaatcataa 
   taacttaacgaatcgcatggccttgcgccggcgatggttcattcaaatttctgccctatcaactttcgatgnnnnnat 
   agtggcctaccatggtggcaacgggtaacnnngaat-3' 
II 
BLAST 
Query ID: lcl|1545 
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Abbaustudie I: Kontrollversuch 
Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen 
EF395943.1  „Penicillium sp. F2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz:  PECO05 
5'-gtagtcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtataagcacttnntactgtgaaactgcgaatggc 
   tcattaagtcagttatcgtttatttgatagtaccttactacatggatacctgtggtaattctagagctaatacatgct 
   aaaaaccccgacttcaggaaggggtgtatttattagataaaaaaccaacgccctnnnnnnnnncttggtgnntcataa 
   taacttaacgnntcgcatggccttgcgccggcgatggttcattcaaatttctgccctatcaactttcgatggtaggat 
   agtggcctaccatggtggcaacgggtaacggggaat-3' 
V 
BLAST 
Query ID: lcl|11071 
EF395943.1  Penicillium sp. F2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz:  BASU02 
5'-aacgcgaagaaccttaccaanncttgacatacaccggaaacggccagagatggtcgcccccttgtggtcggtgtacag 
   gtggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacnnnnncaaccctcgttctatgt 
   tgcnagcgcgttatggcnnnnactcataggagactgccggnntcaactcggagganngtggggatgncgtcaantcat 
   catgccccttatgtcttggncttcacgcatgctacaatggccggtacaaagggctgcgntaccgtaagntggagcgaa 
   tcccaaaaagccggnntcagttcggattgaggtctgcaantcgacctcatgaagtcggagtcgcnngtaatcgcagat 
   cagcaacgctgcnntgaatacgttcccgggccttgtacacaccg-3' 
X 
BLAST 
Query ID: lcl|20983 
EU373393.1  „Bacillus subtilis strain TPL16 16S rRNA gene, partial sequence“ 
 
Abbaustudie III: Bioaugmentation mit Mischkulturen 
Ergebnisse molekularbiologischer Untersuchungen 
Code Titel: „Rhodococcus sp.“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
5'-AACGCGAAGNNCCTTACCTGGGTTTGACNNATACCGGAAAGCTGCAGAGANGTGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAG 
   GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCNNAACCCCTATCTTATGT 
   TGCCAGCACGTTATGGTGGNNNCTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGANGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACANNNGGCTGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCTNNTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTNNAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCNNNGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
I 
BLAST 
Query ID: lcl|37175 
AB499800.1  „Rhodococcus erythropolis, gene for 16S rRNA, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
5'-AACGCGAAGAACCTNNCCTGGGTTTGACATGTACCGGACGACTGCAGNNNTGTGGTTTCCCTTGTGGCCGGTNGACAG 
   GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCNNNCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT 
   TGCCAGCACGTGATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACNACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATNGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCCGNNCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCANNNNGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGAATACGNTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
VII 
BLAST 
Query ID: lcl|5787 
FJ468342.1  „Rhodococcus rhodochrous, 16S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
5'-AACGCGAAGNNCCTTACCTGGGTTTGACATATACCGNAAAGCTGCAGAGNTGTGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATNCAG 
   GTGGTGCATGGCTGTCGTNAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGNNCCGCAACGAGCGCAACCCCNATCTTATGT 
   TGCCAGCNNGTTATGGTGGGGACTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCNNCTCGGANGAAGGTGGGGACGNNGTCAAGTCAT 
   CATGCCNNTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGNNCAGTACAGAGGGCTGCGAGACCGTNNGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCTGNNCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTNNACCCCGTGAAGTCGGAGTCGNTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGNNGANNANGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
IV 
BLAST 
Query ID: lcl|42019 
AB499800.1  „Rhodococcus erythropolis, gene for 16S rRNA, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) X 
5'-AACGCGAAGAACCTTANNTGGGTTTGACNTGTACCGGACGACTGCAGAGATGTGGTNNTCCTTGTGGCCGGTAGACAG 
   GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGNNNCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGNCCTGTGT 
   TNNNNGCACGTGATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT 
10 Anhang 
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Abbaustudie III: Bioaugmentation mit Mischkulturen 
Ergebnisse molekularbiologischer Untersuchungen 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTNNNATACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGNNTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGNNTTGTACACACCG-3' 
BLAST 
Query ID: lcl|21049 
FJ468342.1  „Rhodococcus rhodochrous, 16S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
 
Code Titel: „Hefen“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCTTGTCTCNNNGACTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACAATTATACAGTGNNNCTGCGAACGGCT 
   CATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTTTCTACATGGATAACCGTGATAACTTCAGAACTAATACATGACAGCC 
   TTCTGGCGTATATATTAGATACAAACCAACAGTATGGTGATTCATAATATCTTGTCGAACCGATCTTCGGTGTATCAT 
   TCNNNNNNCTGCCCTATCAACTGTCGATAGTAGGATCGTGGCCTACCATGGTAACAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
XV 
BLAST 
Query ID: lcl|5291 
DQ133002.1|  Yarrowia lipolytica 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGC 
   TCATTAAATCAGTTATCGTNNATNTGNTAGTACCTTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC 
   TAAAAACCCCGACTGTTTGGGAGGGGTNNATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTCTTTGAGCTCTTTGATGATTCATA 
   ATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGA 
   TAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGNNN-3' 
XXI 
BLAST 
Query ID: lcl|9201 
AB013510.1  „Candida cylindracea 18S rRNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCAATTTANNNNNNNNAACTGCGAATGGC 
   TCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTTACTACTTGNNTAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC 
   TAAAAACCCCGACTGTTTGGGAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTCTTTGAGCTCTTTGATGATTCATA 
   ATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTNNNNNNNGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGA 
   TAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
XXIV 
BLAST 
Query ID: lcl|43977 
AB013510.1  „Candida cylindracea 18S rRNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGACTAAGCCATGCATGTCTAANNNNNNACAATTATACAGTGAAACTGCGAACGGCN 
   NATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTTTCTACATGGATAACCGTGATAACTTCAGAACTAATACATGACAGCC 
   TTCTGGCGTNNNNNNTAGATACAAACCAACAGTATGGTGATTCATAATATCTTGTCGAACCGATCTTCGGTGTANCAN 
   NCAAATTTCTGCCCTATCAACTGTCGATAGTAGGATCGTGGCCTACCATGGTAACAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
XVIII 
BLAST 
Query ID: lcl|31561 
DQ133002.1  „Yarrowia lipolytica 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
 
Code Titel: „Hefen + Rhodococcus sp.“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACNCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATANACCGGAAAGCTGCAGAGANNTGGCCCCCCTTNTGGTCGGTATACAG 
   GTGGTGCATGGCNGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGNTAAGTCCCGCAACGANNGCAACCCCTATCTTATGT 
   TGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGANGAAGGTGGGGACGACGTCANNNNAN 
   CATGCCCNTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGNNCAGTACAGAGGNCTGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCNNNNAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGAATACGNNCCCGGGNNTTGTACACACCG-3' 
II 
BLAST 
Query ID: lcl|47731 
AB499800.1  „Rhodococcus erythropolis gene for 16S rRNA, partial sequence“ 
10 Anhang 
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Abbaustudie III: Bioaugmentation mit Mischkulturen 
Ergebnisse molekularbiologischer Untersuchungen 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGTACCGGANNACTGCAGAGATGTGGTTTNCCTTGTGGCCGGTANACAG 
   GTGGTGCATGGCTGTNNNCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTNNAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTNNNCTGTGT 
   TNCCANNACGTGATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TNNNNNNNNGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCNGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGANNNCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
VIII 
BLAST 
Query ID: lcl|18371 
FJ468342.1  „Rhodococcus rhodochrous, 16S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGACTAAGNNATGCATGTCTAAGTATAAACAATTATACAGTGAAACTNNGAACGGCT 
   CATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGNNNNCTACATGGATAACCGTGATAACTTCAGAACTAATACATGACAGCC 
   TTCTGGCGTATATATTAGATACAAACCAACAGTATGGTGATTCATAATATCTTGTCGAACCGATCTTCGGTGTATCAT 
   TCAAANNTCTGCCCTATCAACTGTCGATAGTAGGATCGTGGCCTACCATGGTAACAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
XVI 
BLAST 
Query ID: lcl|5053 
DQ133002.1  „Yarrowia lipolytica, 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGNATNNGCCATGCATGTCTAAGTATANGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGC 
   TCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTTACTACTTGGATAACCGTGNNNATTCTAGAGCTAATACATGC 
   TAAAAACCCCGACTGTTTGGGAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTCTTTGAGCTNTTTGATGATTCATA 
   ATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGA 
   TAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
XXII 
BLAST 
Query ID: lcl|19223 
AB013510.1  „Candida cylindracea, 18S rRNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACGCGAAGAACCNNACCTGGGTTTGACATATACCNNAAAGCTGCANAGATGTGGCCCCCCTTGTGNTCGGTATACAN 
   GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGNNTTAAGTCCCGCAACGAGCGNAACCCCTATCTTATGT 
   TGCCAGCACGTTATGGTGGNNACTCGTAAGAGACTGCCGGNGTCAACTCGGANGAAGGTGGGGANGACGTCAAGNCAT 
   CATGCCCCTNATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACAGAGGGNTGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCNGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGANNTCGGAGTCGCTNGTAATCGCNNAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGANNNNNNNNCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
V 
BLAST 
Query ID: lcl|52533 
AB499800.1  „Rhodococcus erythropolis gene for 16S rRNA, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCTTNTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAANNNC 
   TCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATANNTNC 
   TNNNNNCCCCGACTGTTTGGGAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTCTTTGAGCTCTTTGATGATTCATA 
   ATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGA 
   TAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
XV 
BLAST 
Query ID: lcl|54793 
AB013510.1  „Candida cylindracea, 18S rRNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACGCGAAGAANCTTACCTGGGTTTGNCATGTACCGGACGACTGCAGNGATGTGGTTNCCCTTGTGGNCGGTAGACAG 
   GTGGTGCANNGNTGTCGTCANNTCGTGTCGTGANATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGNGCGCAACCCTTGTNCTNTGT 
   TGCCAGCACGTGATGGTNNNNACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGANNTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACNNCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGAATACGNNNNNNNNNNCNGTNNACACCG-3' 
XI 
BLAST 
Query ID: lcl|11291 
FJ468342.1  „Rhodococcus rhodochrous, 16S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
10 Anhang 
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Ergebnisse molekularbiologischer Untersuchungen 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATNNNNNNGNNTCAAAGACTAAGCCATGCATNNNNNNNTATAAACAATTATACAGTGNNACTGCGAACGGCT 
   CATTANATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTTTCTACATGGATAACCGTGATAACTTCAGAACTAATACATGACAGCC 
   TTCTGGCGNNNNNNNNAGNNACAAACCAACAGTATGGTGATTCATAATATCTTGTCGAACCGATCTTCGNNGTATCAT 
   TNNAATTTCTGCCCTATCNACTGTCGATAGTAGGATCGTGGCCTACCATGGTAACAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
XIX 
BLAST 
Query ID: lcl|58567 
DQ133002.1  „Yarrowia lipolytica, 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
 
Code Titel: „Hefen + Rhodococcus sp. + Pseudomonas sp.“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACGCGAAGAANNNTACCNGGGTTTGACATATACCGGAAAGCTGCAGAGATGTGNCCCCCCTNNNGGTCGGTATNCAG 
   GTGGTNCATGGCTGTCGTCANNTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCNNAACCCCTATCTTATGT 
   TGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTCGTAAGAGACTGCCNNGGTCAACTCGNANGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGNTACAATGGCCAGTACAGAGGGCTNNGAGACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCTGGTCNCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGANNCCGTGAAGTCGGAGTCGCNAGTAATCGNAGAT 
   CAGCAACGCTGNNNTGAATACGTTCCCGGGCCTNGTACACACCG-3' 
III 
BLAST 
Query ID: lcl|55151 
AB499800.1  „Rhodococcus erythropolis, gene for 16S rRNA, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGTACCGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGCCGGTAGACAG 
   GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTNNNNNNNNATGTTGGGTTANNNNNCGCAACGAGCNCAACCCTTGTCCTGTGT 
   TGCCAGCNNNTGATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTNGGGACGACGTCAAGNCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCANNGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGNTGCGATACCGTNAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCCNNTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACNNGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAANCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGNNAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
IX 
BLAST 
Query ID: lcl|3555 
FJ468342.1  „Rhodococcus rhodochrous, 16S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACGNGAAGAACCNNACCAGGCCTTGACATCNAATGAACTTTCTAGAGATAGANNNGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC 
   AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTA 
   GTTACCAGCACGTCATGGTGGGNNNTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC 
   ATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCT 
   AATCCCATAAAACCGANNNTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGNNNNGCTAGTAATCGCGA 
   ATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTNNCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
XII 
BLAST 
Query ID: lcl|52649 
AM086221.1  „Pseudomonas putida, 16S rRNA gene“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGANTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACAATTNTACAGTGATACTGCGAACGGCT 
   CATTAAATCAGNTATCGTTTATTTGATAGTTTNCTACATGGATAACCGTGATAACTACAGAACTAATACATGACAGCC 
   TTCTGGCGTATATATTAGATACAAACCAACAGTATGGTGATTCATAATATCTTGTCGAACCGATCTTCGGTGTATCAT 
   TCNNNNNNNTGNNNNATCAACTGTCGATAGTAGGATCGTGGCCTACCATGGNNNNNNCGGGTAACGGGGAAT-3' 
XVII 
BLAST 
Query ID: lcl|30927 
DQ133002.1  „Yarrowia lipolytica, 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCAATTTATNNNGTGAAACTGCGAATGGC 
   TCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC 
   TAAAAACCCCGACTGTTTGGGAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTCTTTGAGCTCTTTGATGATTCATA 
   ATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTANNN 
   NNNNNNCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACNNNNAAT-3' 
XXIII 
BLAST 
10 Anhang 
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Ergebnisse molekularbiologischer Untersuchungen 
Query ID: lcl|40881 
AB013510.1  „Candida cylindracea, 18S rRNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACNCGAAGAACCTTANNNGGGTTTGACATATANCGGAAAGCTGCAGAGATGTGGCCCCNNNTGTGGTCGGTATACAG 
   NNGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGNGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCNTATGT 
   TGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGANGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATNNCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACAGAGGGCTGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTNCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTNNNGGNCCTTNTACACACCG-3' 
VI 
BLAST 
Query ID: lcl|5227 
AB499800.1  „Rhodococcus erythropolis, gene for 16S rRNA, partial sequence“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTANTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGNNATGCATGTCTAAGTATAAGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGC 
   TCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCNAATACATGC 
   TAAAAACCCCGACTGTTTGNGAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTCTTTGAGCTCTTTGATGATTCATA 
   ATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCANNCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGA 
   TAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
XVI 
BLAST 
Query ID: lcl|51713 
AB013510.1  „Candida cylindracea, 18S rRNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACGNNAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGTACCGNACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGCNGGTAGACAN 
   NNGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT 
   TGCCAGCANNNGATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAANTCGGAGGAAGGTNGGGACGACGTCAAGTCAT 
   CATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAA 
   TCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCNNNNNNNGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGNNGCTAGTAATCGCAGAT 
   CAGCAACGCTGCGGTGAATACNNTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
XII 
BLAST 
Query ID: lcl|47753 
FJ468342.1  „Rhodococcus rhodochrous, 16S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
DGGE-Gel (16S mit 40% zu 70%) 
Sequenz: 
5'-AACGCGAAGAACCNNNNCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGNTAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGNGAC 
   AGGTGCNNCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCNNCCCTTGTCCTTA 
   GTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGNCAAACCGGAGGAAGGTGGGGNTGACGTCAAGTC 
   ATCATGGCCCNNACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGNNCAGAGGGTTGCCANGCCGCGAGGTGGAGCT 
   NNTCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGNCTGCGTGAAGTCGGAANCGCTANNAATCGCGN 
   ATCAGAATGTCGCGGTGNNTACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG-3' 
XIV 
BLAST 
Query ID: lcl|18807 
AM086221.1  „Pseudomonas putida, 16S rRNA gene“ 
DGGE-Gel (18S mit 18% zu 28%) 
Sequenz: 
5'-GTAGTCATATGCNNGTCTCATNGACTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACAATTANNCAGTGAAACTGCGAACGGCT 
   CATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTTTCTACATGGATAACCGTGATAACTTCAGAACNNNNNNNNGACAGCC 
   TTCTGGCGNNNNTATTAGATACAAACCAACAGTNNGGTGATTCATAATATCTTGTCGAACCGATCTTCNGTGNATCAT 
   TCAAATNNCTGCCCTATCAACTGTCGATAGNNGGATCGTGGCCTACCATGGTAACAACGGGTAACGGGGAAT-3' 
XX 
BLAST 
Query ID: lcl|21273 
DQ133002.1  „Yarrowia lipolytica, 18S ribosomal RNA gene, partial sequence“ 
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